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SUBKLİNİK MASTİTİSLİ KEÇİLERDEN İZOLE EDİLEN STAFİLOKOK 
TÜRLERİNİN FARKLI VİRULANS ÖZELLİKLERİNİN ARAŞTIRILMASI 
 
Dönmez E.  Aydın Adnan Menderes Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü Mikrobiyoloji 
Programı, Yüksek Lisans Tezi, Aydın, 2020. 
Araştırmamızda subklinik mastitisli keçilerden izole edilen Stafilokok suşlarının virulens 
faktörleri, enterotoksinleri, antibiyotik duyarlılıklarının belirlenmesi amaçlanmıştır. Subklinik 
mastitisli keçilerden toplanan 110 süt örneğinden izole edilen Stafilokok suşları araştırmanın 
temelini oluşturmaktadır. Stafilokok suşları biyokimyasal testlere tabii tutulmuş ve koagulaz 
pozitif ve negatif olarak ayrılmıştır. Bu izolatlar genotipik olarak PCR ile tiplendirilmiş 
ardından sekans analizleri yapılarak tam identifikasyonları gerçekleştirilmiştir. İdentifiye edilen 
Stafilokok suşlarının Panton Valentine Leukocidin (PVL), Clumping factor (CLFA), Coagulase 
(coa), Alpha hemolysin (Hla), Beta Hemolysin (Hlb), Ý-hemolysin (Ý-hlg) ve Enterotoksin 
tiplendirilmeleri moleküler yöntemlerle yapılmıştır. Stafilokok izolatlarının sahada sıklıkla 
kullanılan antibiyotikler ile antibiyogramları gerçekleştirilmiştir. Sonuç olarak numunelerden 
%23.6 oranında Stafilokok izolasyonu yapılmıştır. Yapılan identifikasyon çalışmaları 
sonucunda, 5 S. equorum (%19), 5 S. pettenkoferi (%19), 5 S. epidermidis (%19), 3 S. warneri 
(%12), 3 S. caprae (%12), 2 S. capitis (%7), 1 S. simulans (%4), 1 S. hominis (%4) ve 1 S. 
aureus (%4), 15 (%13.8) Streptococcus sp., 13 (%12) Bacillus sp., 10 (%9) Lactobacillus sp., 
7 (%6.3) Shigella sp., 7 (%6.3) E. coli, 7 (%6.3) Corynebacterium sp., 5 (%4.5) Klebsiella sp. 
ve 3 (%2.7) Flavobacterium sp. izole ve identifiye edilmiştir. Toplam 17 (%15.5) örnekte ise 
bakteriyel üreme görülmemiştir. Araştırmamızda elde edilen Stafilokok izolatlarının da söz 
konusu antibiyotik gruplarından olan Amoksisilin-Klavulanik asit, Ampisilin ve Penisilin G 
antibiyotiklerine karşı dirençli bulunduğu saptanmıştır. Bu araştırma ile subklinik mastitis 
etiyolojisinde yaklaşık olarak %70 oranında önemli bir rol oynayan Stafilokokların keçilerde 
görülen subklinik mastitis hakkındaki bölgesel profili çıkarılmıştır. 






INVESTIGATION OF DIFFERENT VIRULENCE PROPERTIES OF 
STAPHYLOCOCCUS SPECIES ISOLATED FROM GOATS WITH SUBCLINICAL 
MASTITIS 
 
Dönmez E. Aydin Adnan Menderes University Health Sciences Institute of Microbiology 
Program, Master’s Thesis, Aydin, 2020.  
In our study, it was aimed to determine the virulence factors, enterotoxins and antibiotic 
susceptibilities of Staphylococcus strains isolated from goats with subclinical mastitis. 
Staphylococcus strains isolated from 110 milk samples collected from goats with subclinical 
mastitis constitute the basis of the study. Staphylococcus strains were subjected to biochemical 
tests and coagulase was divided into positive and negative. These isolates were genotypically 
typed by PCR and then sequenced analysis and full identification were performed. The types 
of Staphylococcus strains identified were Panton Valentine Leukocidin (PVL), Clumping factor 
(CLFA), Coagulase (Coa), Alpha hemolysin (Hla), Beta Hemolysin (Hlb), Ý-hemolysin (-hlg) 
and Enterotoxin by molecular methods. Antibiograms of Staphylococcal isolates were 
performed with antibiotics frequently used in the field. As a result, 23.6% Staphylococcus 
isolation was made from the samples. As a result of the identification studies, 5 S. equorum 
(19%), 5 S. pettenkoferi (19%), 5 S. epidermidis (19%), 3 S. warneri (12%), 3 S. caprae (12%), 
2 S. capitis (7%), 1 S. simulans (4%), 1 S. hominis (4%) and 1 S. aureus (4%), 15 (13.8%) 
Streptococcus sp., 13 (12%) Bacillus sp., 10 (9%) Lactobacillus sp., 7 (6.3%) Shigella sp., 7 
(6.3%) E. coli, 7 (6.3%) Corynebacterium sp., 5 (4.5%) Klebsiella sp. and 3 (2.7%) 
Flavobacterium sp. isolated and identified. Bacterial growth was not observed in 17 (15.5%) 
samples. Staphylococcal isolates obtained in our study were found to be resistant to 
Amoxicillin-Clavulanic acid, Ampicillin and Penicillin G antibiotics, which are among the 
mentioned antibiotic groups. With this study, the regional profile of Staphylococci, which play 
an important role in the etiology of subclinical mastitis by approximately 70%, on subclinical 
mastitis in goats was obtained. 








Süt, tüm yaşlarda ki insanlar için ideal bir besin kaynağıdır ve süphessiz ki hayvansal 
gıdalar arasında en önemli olanlarındandır. Keçi sütü oldukça besleyicidir, anne sütüne benzer 
bir beslenme profiline sahiptir. Ancak süt kalitesi, klinik ve subklinik mastite neden olan meme 
bezinin bakteriyel kontaminasyonundan etkilenebilmektedir (Boscos ve ark, 1996).  
Mastitis; bakteri, mantar ve virüs gibi infeksiyöz ajanların veya travmaların neden 
olabileceği meme bezlerinin iltihabı olarak tanımlanmaktadır. Bu etiyolojilerden en yaygın 
olanı bakteriyel mastitistir. Mastitis sütün fiziksel, kimyasal ve bakteriyolojik özelliklerini 
etkilemektedir. Klinik mastitis, meme iltihabı, iltihaplanma, süt üretiminde kayıp ve süt 
rengindeki değişiklikler gibi patolojik değişiklikler ile karakterizedir (Koop ve ark, 2012). 
Düşük keçi sütü üretimine çeşitli faktörler sebep olmaktadır, bunlardan biri mastitistir  
(Gelasakis ve ark, 2016). Mastitis (klinik ve subklinik) süt keçilerinde en önemli hastalıklardan 
biridir, çünkü bu hastalık süt veriminde önemli bir kayba neden olmaktadır (Megersa ve ark, 
2010). Antibiyotiklerin meme içi uygulaması yaygın olarak keçilerde subklinik mastitisin 
kontrolü için uygulanmaktadır (Poutrel ve ark, 1997). Subklinik mastitis tedavisinde etkili 
olduğu kanıtlanmış olmasına rağmen, antibiyotikler ile tedavi hem insanda hem de hayvanlarda 
küresel bir endişe haline gelen antibiyotik direncine neden olmaktadır (Virdis ve ark, 2010).  
Mastitis, meme bezinin iltihaplanması veya infeksiyonu, çiftliklerin çoğunda en yaygın 
bakteriyel hastalık olmaya devam etmektedir. Bu hastalığın tedavi ve önlenmesi, yetişkin süt 
sığırcılığında uygulanan antimikrobiyallerin çoğunluğunu oluşturmaktadır (Pol ve Ruegg, 
2007; Stevens ve ark, 2016; Ruegg, 2017).  
Klinik mastitisin keçilerde yılda %2'ye çıkabilen düşük bir insidansa sahip olduğu tespit 
edilmiştir (Bergonier ve ark, 2003). Subklinik mastitis durumunda, süt normal bir görünüm 
sergilediğinden görünür bir hastalık belirtisi yoktur. Bu yüzden hastalık sadece sütteki somatik 
hücrelerin miktarına dayanan teşhis tekniklerinin uygulanması ile tespit edilebilmektedir. 
Mastitis nakli keçiden keçiye veya sütçülerin elleri, hayvanların yattıkları yerler ile 
gerçekleşebilmektedir (Hernández, 2015). 
Subklinik mastitisin maliyet faktörlerinden biri sütteki üretim kaybıdır. Keçi sütü, sığır 
sütüne göre nispeten pahalıdır ve kota sistemi yoktur. Bu nedenle, subklinik mastitis ile süt 
veriminin ne kadar azaldığını araştırmak önemlidir.  
Mastitis, damızlık süt sistemlerinde ciddi bir problemdir. Keçilerde mastitis, genel olarak 
küçükbaş hayvanlarda olduğu gibi, istemsiz boşaltmanın birincil nedenidir. Keçilerde klinik 
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mastitis nadir görülmektedir (<% 5), ancak subklinik mastitis prevalansı laktasyon başına % 
20-30 olarak gözlenmiştir (Bergonier ve ark, 2003). Rupp ve Foucras (2010) Avrupa Birliği süt 
keçisi sürülerinde bulaşıcı mastitis görülme sıklığının %10'unun; mastitisli hayvanlarda 
(etkilenen hayvanlarda %20) süt azalmasına bağlı olarak gerçekleşen kayıpların yıllık 60 
milyon Euro civarında olduğunu tahmin etmektedir. Yüksek hijyenik süt kalitesi, diyet sütleri 
(inek sütünden daha düşük miktarda uzun zincirli yağ asidi) ve taze veya olgunlaşmış peynirler 
gibi, keçi yetiştiricileri ve endüstri için önemlidir, çünkü sütün büyük bir kısmı yüksek kaliteli 
pazarlara yöneliktir (Duboeuf ve ark, 2004). Birçok ülkede, sığır ve koyunlarda mastitise 
direnç; üreme hedeflerini, hayvanların sağlığını ve refahını, süt ürünlerinin hijyenik kalitesini , 
genel verimliliği ve esnekliği iyileştirmeyi amaçlamaktadır (Heringstad ve ark, 2000; Rupp ve 
ark, 2002; Miglior ve ark, 2005).  
Her ne kadar çeşitli patojenler bu hastalığın başlamasına yol açsa da, predispoze faktörler 
de önemli bir rol oynamaktadır. Önceden belirlenmiş faktörler arasında kötü yönetim ve hijyen, 
dağlık çevre ile ilgili koşullar, meme başı yaralanmasına yol açan hayvanların hatalı veya 
düzensiz sağımları, meme başı kanalının ve meme ucunun daralması bulunmaktadır (East ve 
ark, 1978; Lewter ve Walker, 1984). 
Süt keçilerinde mastitis, süt ineklerinde olduğu gibi dünya çapında ekonomik öneme 
sahip bir hastalıktır. Klinik mastitis, meme dokularında ve anormal meme salgılanmasında 
enflamatuar bulguların önemli klinik özelliklerini gösterirken, subklinik mastitisin tek 
göstergesi meme dokusunda ve sütte gözle görülür anormallikler olmadan sütteki somatik hücre 
sayısının daha yüksek olmasıdır. İnek sütünden farklı olarak keçi sütü, apokrin salgılama süreci 
nedeniyle oldukça yüksek hücre içeriğine sahiptir (Wooding ve ark, 1977). 
Geçtiğimiz yirmi yılda keçi sütü üretimi, keçi sütünün beslenme özellikleri büyük ölçüde 
insan sütüne benzediği ve insan için sığır sütünden daha az alerjenik olduğu için önemli bir artış 
göstermiştir (FAO, 2013; Zenebe ve ark, 2014; Skapetas ve Bampidis, 2016). 
İnfekte olmuş keçilerde meme başı belirtileri olmadığından ve anormal süt gözlenmediği 
için hastalığın tanımlanması gecikebilmektedir, bu yüzden subklinik mastitis sorunu daha da 
kötüleşmektedir (Haenlein, 2002) 
Keçilerde mastite neden olan en yaygın bakteriler şunlardır: Staphylococcus aureus, 
koagulaz negatif Staphylococcus spp., Streptococcus agalactiae, Streptococcus uberis, 
Streptococcus dysgalactia, Streptococcus caprae, Mycoplasma capricolum, Enterobacteria 
spp, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Clostridium sp. (Rudra ve Dutta, 2018). 
Mastitis, meme bezinin, meme veya sütün fiziksel özelliklerinde meydana gelen 
değişikliklerle karakterize enflamatuar bir durumdur (Nazifi ve ark, 2011). Mastitis üç ana tipte 
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sınıflandırılmaktadır: klinik mastitis (CM), subklinik mastitis (SCM) ve kronik mastitis (ChM). 
Klinik mastitiste süt renginde değişiklikler, sütte pıhtılaşma ve çok sayıda lökosit 
bulunmaktadır. Klinik vakalarda meme bezinde şişlik, ısı, ağrı ve soluklanmalar görülmektedir. 
Bu belirtiler memenin görsel olarak gözlemlenmesiyle tespit edilmektedir. Subklinik mastitiste, 
sütteki artmış somatik hücre sayısı (SCC), sütteki patojen organizmaların varlığı ve sadece 
tarama veya laboratuvar testleri ile tespit edilebilecek enflamatuar bir yanıt dışında klinik bir 
hastalık belirtisi yoktur. Kronik mastitis aylarca süren ve bir laktasyondan diğerine devam 
edebilen inflamatuar bir süreçtir. Subklinik mastitis, küçük ruminantlarda en önemli bulaşıcı 
hastalıklardan biridir. Ayrıca, Subklinik mastitis, tüm sürü için sabit bir infeksiyon riski teşkil 
etmektedir. Süt keçisi sürülerinde daha yüksek süt verimine ve süt kalitesine ihtiyaç 
duyulduğundan, yalnızca çiftçiyi değil tüketiciyi korumak için meme infeksiyonları önlenmeli 
veya erken aşamada tespit edilmelidir. Mastitis, klinik bulgulara dayanarak SCC'de bir artışa 
ve sütteki bakterilerin tanımlanmasına dayanarak teşhis edilebilmektedir (Droke ve ark, 1993). 
Süt hayvanlarında SCC, mastitisin ciddiyeti ile doğrudan ilişkilidir (Pantoja ve ark, 2009). 
Mevsim, süt humması sıklığı ve hijyen sıhhi yönetim koşulları gibi faktörler, somatik hücre 
sayısını etkileyebilmektedir (Koop ve ark, 2009). Somatik hücre sayıları keçilerde sığırlara göre 
daha yüksektir; bu durum keçi sütündeki yüksek miktarlarda sitoplazmik parçacıklar ve epitel 
hücrelerinden kaynaklanmaktadır (Paape ve Capuco, 1997). Bu nedenle, artan somatik hücre 
sayımı yorumlanırken tür farklılıkları dikkate alınmalıdır. 
Keçi mastitisine neden olabilecek en yaygın bakteriler arasında Staphylococcus sp., 
Streptococcus pp., Enterobacteria ve Mycoplasma sp. bulunmaktadır (Contreras ve ark, 2007). 
En yaygın tanımlanan cins Staphylococcus sp.’dir, bu cins içinde en önemli türler 
Staphylococcus aureus ve Koagulaz Negatif Stafilokoklardır (KNS). S. aureus klinik mastitis 
oluşturmaktadır ve α toksininin neden olduğu gangrenöz mastitis'ten sorumludur. Keçilerde, 
hızlı ve etkili bir tedaviye başlanmazsa, bu toksin ile infeksiyon 24 saat içinde ölüme neden 
olabilmektedir. S. aureus, ürettiği toksinler ve süt üretimindeki azalmalar nedeniyle halk sağlığı 
için tehlike olarak kabul edilmektedir (Hernández, 2015). Staphylococcus sp. subklinik mastitis 
vakalarında en sık yer alan KNS’dur (Contreras ve ark, 2003). KNS ile infeksiyon, somatik 
hücre sayısında önemli bir artışa ve süt üretimini önemli ölçüde azaltmaya neden olmaktadır 
(Bergonier ve ark, 2003). 
 Araştırmamızda Stafilokokkal mastitisler bir bütün olarak ele alınması, suşların tüm 
tiplendirilmeleri, virulens genlerinin ve enterotoksinlerin varlığı, antibiyogram sonuçları ve 
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Staphylococcus türleri, çevresel ortamda yaygın olarak, cilt, cilt bezleri, sıcak kanlı 
hayvanların ve insanların mukoza zarlarında bulunmaktadır. Çiğ süt, peynir ve fermente et de 
dahil olmak üzere hayvansal kaynaklı gıdalardan sıkça izole edilmektedirler (Rola ve ark, 2015; 
Ruiz ve ark, 2016). Hayvancılıkla doğrudan temasın yanı sıra, bu ürünler, Stafilokokların 
insanlara bulaşması için potansiyel kaynaklardır (Spanu ve ark, 2013). Çoğu Staphylococcus 
türünün, iyi huylu gıda zehirlenmesinden, yaşamı tehdit edici toksik şok sendromuna kadar hem 
insanlarda hem de hayvanlarda çeşitli hastalıklara neden olan fırsatçı patojenler olarak kabul 
edilmesi önemli bir noktadır (Jans ve ark, 2017). Bu cinsin patojenitesi, hücre dışı proteinleri 
şifreleyen virulens genleri (enterotoksinler, toksik şok sendromu toksin-1 (TSST-1), nükleazlar, 
hemolizinler, vb.), antibiyotik direnci ve biyojenik amin üretimi ile sağlanmaktadır (Carfora ve 
ark, 2015; Jans ve ark, 2017). 
Tarihsel olarak, iki ilişkili cins Staphylococcus ve Micrococcus'a ait bakteri türlerinin, 
Micrococcaceae ailesinin bir parçası olarak Stomatococcus ve Planococcus cinsine ait olduğu 
düşünülmüştür. Daha sonra, moleküler analiz ve filogenetik ve kemotaksonomik veriler 
Stafilokok ve Mikrokokların yakından ilişkili olmadığını ortaya koymuştur (Stackebrandt ve 
ark, 1997). Staphylococcus cinsi, kromozomal DNA'da düşük G/C içeriğine sahip Gram-pozitif 
bakterilerden oluşan Bacillus-Lactobacillus, Streptococcus kümesine aittir. Bergey'nin 
Sistematik Bakteriyoloji El Kitabı'nın (Garrity ve ark, 2004)  2. baskısı, 2004'te güncellenen 
Staphylococcus cinsini, Jeotgalicoccus, Macrococcus, Salinicoccus ve Gemella cinsleriyle 
birlikte Staphylococcaceae adlı yeni bir ailede sınıflandırmıştır (Ludwig ve ark, 2009). 
Staphylococcaceae ailesi Bacillaceae, Planococcaceae, Listeriaceae ve diğer aileler ile birlikte 
Bacillales ailesinin bir parçasıdır (Ludwig ve ark, 2009). 
Staphylococcus, mikroskobik inceleme sonrasında, teikoik asit ve peptidoglikanı içeren 
tipik bir Gram pozitif bakteri hücre duvarı ile, kümeler halinde gözüken Gram pozitif, 
hareketsiz koklardır  (Noble ve ark, 1992). Stafilokoklar, anaerobik;  S. saccharolyticus ve S. 
aureus subsp. anaerobius hariç fakültatif anaeroblardır. Stafilokoklar genellikle katalaz pozitif 
olsa da, katalaz negatif olan nadir suşlarda bildirilmiştir  (Över ve ark, 2000). Stafilokok 
türlerinin çoğu, S. fleurettii, S. lentus, S. sciuri ve S. vitulinus hariç, modifiye oksidaz testinde 
oksidaz negatiftir. Staphylococcus, 18°C ile 40°C arasındaki bir sıcaklıkta %10 NaCl varlığında 
üreyebilmektedir. Tipik olarak solunum ve fermentatif bir metabolizmaya sahiptirler. Tüm 
Stafilokok türlerinin ortak bir özelliği, yalnızca nadir istisnalar dışında, lizostafine duyarlı 
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olmalarıdır (Savini ve ark, 2009; Becker ve von Eiff, 2011). Stafilokok türlerinin kromozomal 
DNA'sındaki G/C içeriğinin yüzdesi yaklaşık % 30-40'tır. Koagulaz Pozitif Stafilokoklar 
(KPS), cins içindeki başlıca patojenik türleri temsil eder ve fibrinojeni fibrine dönüştürerek 
koagüle edebilen bir enzim olan koagulazı içermektedir. Tersine, koagulaz bulunmayanlar, 
Koagulaz Negatif Stafilokoklar (KNS) olarak sınıflandırılır ve genellikle tehlikeye giren 
konaklarda fırsatçı infeksiyonlara neden olan nispeten diğerlerine göre küçük patojenlerdir. S. 
aureus da dahil olmak üzere Stafilokoklar, genel olarak hayvanlar ve insanlarda konakçı deri 
ve mukoza üzerinde bulunan fırsatçı patojenlerdir. Taşıyıcı bölgelerden Stafilokoklar 
yayılabilir ve uzun süre hayatta kalabilecekleri ortama yerleşebilmektedirler (Neely ve Maley, 
2000; Wagenvoort ve ark, 2000). Komponent olan Stafilokoklar, konakçıda cilt travması, 
aşılama, cihaz implantasyonu; immun sistemi baskılanmış hastalarda, hem de değişmiş bir 
mikrobiyota gösteren tüm mekanizmalar gibi çeşitli mekanizmalarla girmeyi başarırlarsa 
patojenler gibi davranabilmektedirler (Kloos ve Schleifer, 1986; Kloos ve Bannerman, 1994). 
İnsanlarda, hastanede edinilen S. aureus hastalıklarının % 80'inden fazlası, hastanın burnunda 
taşınan suşların neden olduğu endojen infeksiyonlardır (von Eiff ve ark, 2001). Bunların her 
biri birlikte ele alındığında, konakçı-patojen ilişkilerinin detaylı bir şekilde belirlenmesine izin 
vermek için tüm stafilokokların doğru ve güvenilir bir tür tanımlanması yapılması 
gerekmektedir (Kleeman ve ark, 1993; Gribaldo ve ark, 1997). 
1925'te, Staphylococcus cinsindeki ilk farklılaşma, iki ayrı grubun, yani KPS ve 
KNS'nin grubunun tanımlanmasından ibaretti (von Darányi, 1925; Gherardi ve ark, 2018). 
Daha sonra, novobiosine duyarlılıklarına veya dirençlerine dayanarak bir başka KNS 
sınıflandırması,  “S. epidermidis grubu” ve novobiosine dirençli olan “ S. saprophyticus grubu” 
olarak tanımlanmıştır (Baird-Parker, 1963; Mitchell, 1967, Gherardi ve ark, 2018). 
Sınırlamalara rağmen, koagulaz aktivitesi ve Novobiosin duyarlılığı, Stafilokok izolatlarının 
varsayımsal tanımlanmasında hala kullanılan fenotipik testleri temsil etmektedir. Genel olarak, 
Staphylococcus cinsinde şu ana kadar 45 stafilokok türü ve 24 alt tür tanımlanmıştır (Euzéby, 
1997; Kwok ve Chow, 2003; Place, 2003; Garrity ve ark, 2004, Spergser, 2007; Becker ve von 
Eiff, 2011; Bond ve Loeffler, 2012). Bu, moleküler yöntemlerle başarılmıştır. İnsan ve veteriner 
tıbbındaki klinik olarak en önemli türler, temel olarak koloni morfolojisi, koagulaz üretimi, 
aglutinasyon analizleri ve Novobiosin ve Polimiksin B duyarlılığı gibi çeşitli anahtar özelliklere  
dayanarak tanımlanabilmektedir. Ayrıca, klasik fermantasyon, oksidasyon, bozulma ve hidroliz 
(çeşitli substratların) analizleri ticari el kitabı ve otomatik biyokimyasal sistemlere dahil 
edilmiştir (Becker ve von Eiff, 2011). Bununla birlikte, Stafilokokların türler düzeyinde doğru 
bir şekilde tanımlanması oldukça zahmetlidir, fenotipik yöntemler sıklıkla doğru tanımlamayı 
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sağlamada başarısız olmaktadır. Bu nedenle, mikrobiyoloji laboratuvarlarına çeşitli moleküler 
biyoloji yöntemleri tanıtılmıştır. Bu moleküler teknikler tipik olarak birkaç türe özgü PCR 
primerinin veya hibridizasyon probunun kullanılmasını gerektirmektedir veya genellikle tüm 
bilinen türleri aynı anda ayırt edememelerine rağmen, çoklu restrikiyon enzimleri 
gerektirmektedir. Staphylococcus türlerinin tanımlanması için kısmi 16S rRNA gen dizilimi ve 
PCR-restriksiyon fragman uzunluğu polimorfizmi (PCR-RFLP) analizi tanımlanmıştır 
(Bialkowska-Hobrzanska ve ark, 1990; De Buyser ve ark, 1992; Becker ve ark, 2004), ancak 
bu yöntemler bazı stafilokok türleri arasında, yani S. lentus ve S. sciuri arasında farklılık 
göstermemektedir. 23S rRNA geninin PCR-RFLP analizinin iki resktriksiyon enzimi ile 
kullanıldığı, bunun yerine Staphylococcus türlerini doğru tanımladığı görülmüştür (Maes ve 
ark, 1997), sonuçların yorumlanması karmaşıktır (Fujita ve ark, 2005). Son zamanlarda, 
restriksiyon fragman uzunluğu polimorfizm tanıtımı yapılmıştır, zaman alıcı ve pahalı olmasına 
rağmen yüksek düzeyde ayırt edici olduğu kanıtlanmıştır (Taponen ve ark, 2006). Bütün genom 
DNA-DNA hibridizasyon analizi, iyi bir performans göstermektedir (Svec, 2006), ancak rutin 
uygulamalar için uygun olmadığı kanıtlanmıştır. Nükleik asitlerin kullanımı, yüksek hassasiyet 
ve özgüllüklerinden dolayı, doğru Staphylococcus sınıflamasına ulaşmak için alternatif bir 
seçenek sunmaktadır. 
Bilimsel yayınlarda çok sayıda 16S rRNA sekansı verisinin mevcut olması nedeniyle, 
16S rRNA geni bakteriyel türlerin tanımlanması için en yaygın kullanılan yöntem olmaktadır. 
Bununla birlikte, 16S rRNA gen dizilerinin güvenilirliği, cins düzeyinde filogenetik 
çalışmalarda faydalı olmasına rağmen, tür seviyesine uygulandığında tartışılabilir bir 
durumdadır. 16S rRNA genine (Bialkowska-Hobrzanska ve ark, 1990; De Buyser ve ark, 1992 
Becker ve ark, 2004) ek olarak, 16S-23S rRNA intergenik aralık bölgesi (Maes ve ark, 1997) ve 
ısı şok proteini 60 geni (hsp60)  (Goh ve ark, 1996; Goh ve ark, 1997; Takahashi ve ark, 1999), 
femA geni gibi birkaç gen hedefi (Vannuffel ve ark, 1999), sodA geni (Poyart ve ark, 2001), tuf 
geni (Martineau ve ark, 2001), rpoB geni (Drancourt ve Raoult, 2002; Mollet ve ark, 1997) ve 
gap geni (Yugueros ve ark, 2000; Yugueros ve ark, 2001), doğru tanımlama için faydalı 
markerler olduğu kanıtlanmıştır. tuf geni genellikle 16S rRNA türevli verilere göre daha fazla 
tür içi sekans ayrımı göstermiştir. Görünüşe göre, 16S rRNA geni, tuf geninden daha yüksek 
oranda korunmaktadır. tuf geni ile yakından ilişkili Staphylococcus türlerini ayırt etmek için 
16S rRNA'dan daha ayırt edici bir hedef oluşturduğu gösterilmektedir. DNA-DNA yeniden 
hibridizasyonu ile Staphylococcus türleri, S. epidermidis, S. saprophyticus, S. simulans, S. 
intermedius, S. hyicus, S. sciuri, S. auricularis ve S. aureus tarafından temsil edilen sekiz ayrı 
tür grubuna bölünebilir (Kloos ve Schleifer, 1986; Kloos ve George, 1991). 16S rRNA dizi 
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analizi, araştırmacıların 38 taksonda 11 geno grubu tanımlamasını sağlamıştır (S. epidermidis, 
S. saprophyticus, S. simulans, S. carnosus, S. hyicus/S. intermedius, S. sciuri, S. auricularis, S. 
warneri, S. haemolyticus, S. lugdunensis, ve S. aureus)  (Takahashi ve ark, 1999; Takahashi ve 
ark, 1997). Ayrıntılı olarak, boşluk dizisi analizi ile tanımlanan dört grup göz önüne alındığında, 
birinci bölüm, “Staphylococcus hyicus/Staphylococcus intermedius” grubuna ait türlerle temsil 
edilmiştir, bu grup S. hyicus, S. chromogenes, S. delphini, S. intermedius ve S. 
pseudintermedius'tan oluşmaktadır. Veteriner sahada önem taşıyan S. intermedius grubuyla 
yakından ilişkili Stafilokok türlerinin (S. intermedius, S. pseudintermedius ve S. delphini dahil) 
aralarında kolay bir ayırım yapılmasına izin vermeyen bazı fenotipik özellikler gösterdiği tespit 
edilmiştir (Takahashi ve ark, 1999; Bannoehr ve ark, 2007; Sasaki ve ark, 2007; Ghebremedhin 
ve ark, 2008). S. intermedius ilk olarak 1976'da tanımlanmıştır ve S. aureus ve S. epidermidis 
arasında ara biyokimyasal özellikler gösterdiği için “S. intermedius” olarak tanımlanmıştır 
(Hajek, 1976; Gherardi ve ark, 2018). S. intermedius izolatları ile (Hajek, 1976; Devriese ve 
van de Kerckhove, 1979) gözlenen yüksek fenotipik değişkenlik, önemli bir genotipik değişim 
(Meyer ve Schleifer, 1978; Chesneau, 2000; Bannoehr ve ark, 2007) ile ilişkilendirilmiştir. S. 
pseudintermedius’ un ilk tanımı 2005 yılına kadar uzanmaktadır ve fenotipinin S. intermedius 
ve S. delphini'ninkine benzer olduğu gözlenmiştir (ilk olarak 1988'de yunuslardan bildirilmiştir) 
(Varaldo ve ark, 1988; Devriese ve ark, 2005). 2007 yılında, S. intermedius koleksiyonlarının 
filogenetik analizi üzerine yapılan çalışmalar (Bannoehr ve ark, 2007; Sasaki ve ark, 2007) 
köpeklerden, kedilerden ve insanlardan gelen tüm suşların aslında S. pseudintermedius 
olduğunu göstermiştir. Çoğu yabani güvercin türevi türler S. intermedius çoğu at ve evcil 
güvercin  türevi izolatlar S. delphini'ye aittir. Ayrıca, S. intermedius grubu içerisinde, spesifik 
bir multipleks PCR metodu kullanılarak güvenilir bir ayrımın elde edilebileceği de tespit 
edilmiştir (Sasaki ve ark, 2010). Birlikte ele alındığında, bu bulgular, geleneksel S. intermedius 
benzeri fenotipik özelliklere sahip izolatların, köpeklerden olduklarında S. pseudintermedius 
olarak tanımlanması gerektiğini öne sürmüşlerdir (Kwok ve Chow 2003; Hermans ve ark, 
2010).  İkinci bölüm “Staphylococcus sciuri” ve “Staphylococcus haemolyticus/Staphylococcus 
simulans” gruplarına ayrılabilir. Bunlardan ilki, Staphylococcus sciuri ve Staphylococcus lentus 
türlerinden ve Staphylococcus vitulinus’tan oluşmaktadır. Bu türler novobiosine dirençli ve 
oksidaz pozitifdir ve hepsi hsp60 proteinlerinde aynı karakteristik amino asit  modelinden 
oluşmaktadırlar (Goh ve ark, 1997; Kwok ve ark 1999). “S. haemolyticus/S. simulans” grubu 
S. haemolyticus, S. xylosus, S. muscae, S. simulans, S. schleiferi subsp. schleiferi, S. carnosus 
subsp. carnosus, S. caprae, and S. felis’den oluşmaktadır. Son olarak, dördüncü grubu temsil 
eden üçüncü bölüm “Staphylococcus aureus/Staphylococcus epidermidis” grubudur, S. aureus, 
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S. hominis subsp. hominis, S. warneri, S. epidermidis, S. capitis subsp. capitis, ve S. 
lugdunensis’tir. 16S rRNA'dan elde edilen verilerle “S. epidermidis ”grubu beş kümeye 
ayrılabilir, yani S. lugdunensis, S. haemolyticus, S. warneri, S. epidermidis ve S. aureus (Kloos 
1997; Takahashi ve ark, 1999), rpoB sekansı verilerine dayanarak, S. caprae ve S. capitis, S. 
haemolyticus grubunda olduğu görülmüştür. S. saprophyticus grubuna benzer şekilde, S. 
epidermidis grubu, sodA tabanlı çalışmada net bir şekilde belirgin bir soy oluşturmamış ve grup 
türleri arasında düşük bir benzerlik yüzdesi gözlemlenmiştir. 
   
 
2.1. Stafilokokkal Koagulaz 
 
Tarihsel olarak, koagulaz testleri, kalsiyum şelatlı plazma veya kanın S. aureus ile 
aşılanmasının hızlı pıhtılaşmaya yol açtığının gözlenmesi 1903 yılına kadar uzanmaktadır 
(Loeb, 1903). O zamandan beri büyük bir ilgi ile incelenmektedir ve dayandığı protein 
faktörleri, yani koagulaz (coa) ve von Willebrand faktör bağlayıcı protein (vWbp) genleriyle 
birlikte tanımlanmış ve karakterize edilmiştir. Ayrıca, plazma proteinleri ile etkileşimin 
arkasındaki moleküler ve yapısal temel açıklanmıştır. Son olarak, bir dizi in vivo çalışma, coa 
ve vWbp salgılanmasının, stafilokok apselerinin, bakteriyeminin ve endokarditin patogenezini, 
hastalık kalıcılığı ile birlikte destekleyen anahtar virülans stratejileri arasında olduğunu 





Koagulasyon, trombinin olduğu serin proteaz kaynaklı reaksiyonların bir kademesidir, 
fibrinojenin fibrine dönüşmesinden sorumludur ve bakterilerin bir pıhtıda immobilizasyonu ve 
daha sonra öldürülmesi yoluyla bakteriyel patojenlere karşı savunma mekanizması olarak rol 
oynamaktadır (Loof ve ark, 2011). Diğer yandan bu olgu, bakteriyel immun kaçınma 
stratejilerinin hedefini oluşturmaktadır.  
Stafilokoagulaz olarak da adlandırılan Stafilokokkal coa, değişken sayıda 600-700 
amino asit kalıntısından oluşan ve coa geni tarafından kodlanan ekstraselüler bir proteindir. 
Serotip spesifik antikorlar tarafından pıhtılaşma aktivitesinin inhibisyonunu değerlendiren 
testlere dayanarak 10 stafilokoagulaz serotipi tanımlanmıştır (Ushioda ve ark, 1981; Kanemitsu 
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ve ark, 2001). coa nükleotit sekansı üzerine yapılan çalışmalar, antijen kompozisyonunda 
gözlenen değişiklikleri açıklamıştır. coa molekülünde altı bölge ayırt edilmektedir; bu, 
koagulazı hücre dışı ortama yönlendiren bir sinyal dizisidir; protrombin bağlanmasından 
sorumlu D1 ve D2 bölgeleri; bilinmeyen bir fonksiyonun merkezi alanı; fibrinojen bağlama 
tekrarları bölgesi; ve C-terminal bölgesi, N-terminalindeki ilk 33 amino asit (sinyal peptidinin 
26 amino asidi ve olgun proteinin ilk 7 amino asidi dahil) ve C-terminalindeki son 5 amino asit, 
10 serotip arasında tam olarak aynı gözlenmiştir (Freidrich ve ark, 2003). Bununla birlikte, D1 
ve D2 bölgeleri, sırasıyla ortalama % 52.8 ve % 60.2 amino asit kimlik oranları ile oldukça 
farklılık göstermektedir. Merkez bölge daha fazla korunmaktadır (% 86.7 benzerlik). Tandem 
tekrarlı birimlerin sayısı (2-8) değişkendir, ancak 27-amino asit dizileri  korunmuş, ortalama 
amino asit benzerlikleri (10 serotip arasında) % 92.9 olarak tespit edişmiştir. Bu nedenle, tekrar 
ünitesi sayısındaki değişiklik, antijenikliğinden ziyade coa'nın moleküler ağırlıklarındaki 
farklılıkları ifade etmektedir (Watanabe ve ark, 2005). coa geni, kromozom üzerinde lipaz geni 
geh ile protein A geni spa arasında bulunmaktadır. Stafilokoagulaz ile ilişkili pıhtılaşma, 
fizyolojik pıhtılaşma yolundan oldukça farklıdır. coa, 1:1 stokiyometrik oranda protrombine ve 
türevlerine bağlanmaktadır, stafiloprotrombin olarak adlandırılan bir kompleks oluşturmaktadır 
(Morita ve ark, 1981; Hendrix ve ark, 1983). Konak infeksiyon sırasında stafilokagülaz 
protrombini aktive etmektedir. coa-protrombin kompleksi, fibrinojeni spesifik bir substrat 
olarak tanır, böylece doğrudan fibrine dönüştürmektedir (Panizzi ve ark, 2006). Protrombinin 
aktivasyonu, tipik proteolitik bölünmeden kaynaklanmamaktadır; aktif coa-protrombin 
kompleksinin kristal yapısı, coa'nın, N-terminalini pretrombin 2 alanının yarığına eklediğini ve 
böylece fonksiyonel aktif sitenin oluşumuna yol açan konformasyonel değişiklikleri 
indüklediği ortaya koyulmuştur (Friedrich ve ark, 2003; Panizzi ve ark, 2006). coa geni, üssel 
büyüme fazı sırasında seçici bir şekilde eksprese edilmektedir ve daha sonra düzenleyici sistem 
agr tarafından bastırılmaktadır. Başka bir düzenleyici bölge, bakteri çevresinde fibrinojen 
çökmesidir (Birch-Hirschfeld, 1934).  
Günümüzde koagulaz tespiti için lam ve tüp testleri halen kullanılmaktadır (Goja ve ark, 
2013). Lam testinin gerçekleştirmesi çok hızlıdır ve bu nedenle stafilokokların tanısal 
algoritması boyunca ilk adım olarak sayılmaktadır, negatif izolatlar tüp testi ile analiz 
edilmektedir. Bu ikinci durumda, plazmanın pıhtılaşması ilk saatte ortaya çıkabilir, ancak 
sadece 24 saat içinde plazmayı pıhtılamayan izolatlar KNS olarak etiketlenir. Her ne kadar 
koagulaz testleri tavşan plazmasında rutin olarak yapılsa da, farklı memeli türlerinden elde 
edilen plazmaların test performanslarında belirgin bir farklılık gösterdiği bilinmektedir (Zojdel 
ve ark, 1973). Bu gözlem, coa ve vWbp'nin sorumlu olduğu olaydan ve ayrıca moleküler 
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hedeflerinin belirlenmesinden sonra anlaşılabilir. Her iki proteinin rekombinant varyantlarını 
kullanarak, koagülasyon süresinin konsantrasyonlarına bağlı olduğu ve daha kısa bir 
koagülasyon süresinde daha yüksek bir konsantrasyona yol açtığı gösterilmiştir. Daha da 
önemlisi, her bir pıhtılaştırıcı faktör için farklı türlerden plazmalar için güçlü tropizm ortaya 
çıkarılmıştır. coa ayırt etmeden yaklaşık 1 saat içinde insan ve tavşan plazmasını 
pıhtılaştırırken, vWbp hem insan hem de domuz plazmasını 1 dakika içinde verimli bir şekilde 
pıhtılaştırmaktadır. vWbp ile karıştırıldıktan sonra, keçi ve koyun plazmaları 10 dakikada 
pıhtılaşmış, at plazması 1 saatte pıhtılaşmış ve sığır plazması 6 saatte pıhtılaşmışken, farelerden, 
tavşanlardan, sıçanlardan ve tavuklardan elde edilen plazma 18 saat içinde pıhtılaşmamıştır 
(Bjerketorp ve ark, 2004). İnsan plazmasının sadece% 1'inin ineklerden, atlardan, farelerden ve 
tavşanlardan elde edilen plazmaya eklenmesi vWbp'nin neden olduğu pıhtılaşma süresini 10 
dakikaya kadar belirgin bir şekilde düşürmüşken, tavuk plazması insan plazmasına eklendikten 
sonra bile 2 saat içinde pıhtılaşmamıştır. Daha sonra yapılan araştırmalar, hem vWbp hem de 
coa tarafından farklı bir protrombin aktivasyon oranının pıhtılaşma verimliliğindeki 
farklılıklardan sorumlu olduğunu bulmuştur. Friedrich ve arkadaşları, kinetik ve yapısal 
çalışmalar kullanarak, tamamen aktif bir coa fragmanı olan coa'nın (1-325), benzer afiniteli 
sığır ve insan protrombinine bağlandığını, ancak sığır protrombinini çok zayıf şekilde harekete 
geçirdiğini göstermiştir. coa-(1-325) sığır protrombin kompleksi, insan ile karşılaştırıldığında 
yaklaşık 5800 kat daha az aktif olduğu belirlenmiştir. İlgili komplekslerin kristal yapısı, coa-
(1-325) insan prothormbinine kıyasla, coa- (1-325) sığır prothormbinindeki katalitik bölgenin 
tam olarak oluştuğunu doğrulanmıştır. Bu nedenle coa-(1-325) sığır protrombinin düşük 
katalitik aktivitesi, düşük fibrinojen pıhtılaşma aktivitesinden esas olarak sorumlu olduğu 
belirlenmiştir (Panizzi ve ark, 2006). 1984'te Devriese, birçok insan S. aureus suşlarının, 
ruminant plazmalarını zayıf pıhtılaştığını gözlemlemiştir, oysa ki ruminant izolatlar için bunun 
tersi geçerlidir. Ruminant suşları ruminant plazmasını iyi pıhtılaştırmaktadır; bu yüzden bu 
özellik suşları hayvan habitatlarının adaptasyonlarına göre sınıflandırmak için kullanılmıştır 
(Devriese, 1984). Son zamanlarda, farklı koagulaz aktivitesinin, vWbp'yi kodlayan vwb geninin 
hayvansal spesifik allellerinden kaynaklandığı ve bu vwb allellerinin, SaPI'ler adı verilen 
yüksek derecede mobil patojenik adalar tarafından taşındığı açıklığa kavuşturulmuştur. Aynı 
zamanda coa genleri kromozomal vWbp aksine, SAPI-kodlanmışlardır vWbps ruminant ve at 
protrombinin spesifik aktivasyonu için benzersiz bir N-terminal bölgesine sahiptirler. Ayrıca, 
SaPI tarafından taşınan vwb genleri (vwbs), aynı suşların kromozomal vwb genlerinden (vwbc) 
farklı şekilde düzenlenmiştir (Viana ve ark, 2010). vwbc, promotör bölgesi içerisinde 
ekspresyonu için gerekli olan, korunmuş bir oktanükleotit sekansı içermektedir (Harraghy ve 
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ark, 2008). Bu dizi, her vwbs geninin promotör bölgesinde eksiktir ve bunun yokluğu, saeRS 
aracılı düzenleme için gerekli olmaktadır (SaPI tarafından taşınan vwb genleri, global regülatör 
saeRS'nin yokluğunda büyük ölçüde aşağı regüle edilirken, kromozomal genler 
etkilenmemektedir) (Viana ve ark, 2010). Sonuç olarak, KPS tarafından oluşturulan plazmanın 
pıhtılaşma yeteneği, kendilerine kromozomal olarak kodlanmış iki faktör olan, coa ve vWbp ile 
protrombin aktivasyonunun moleküler mekanizmalarına dayanmaktadır. 
 
 
2.1.2. Stafilokokkal İnfeksiyonlarda Koagulazların Rolü 
 
Plazma pıhtılaşması, stafilokokların KPS ve KNS türlerine sınıflandırılması için temel 
sağlamıştır. Koagulaz farklı virülans özellikleri ile de ilişkilidir ve eski çalışmalarda da 
koagulazların Stafilokok infeksiyonlarının patogenezine katkısı vurgulamıştır (Chopman ve 
ark, 1934; Smith ve ark, 1947; Ekstedt ve Yotis, 1960). Bunun yanında yapılan in vivo 
deneylerin sonuçları tartışmalıdır; coa'nın olmaması, subkutan infeksiyon veya mastitisin fare 
modellerinde (Phonimdaeng ve ark, 1990) veya enfektif endokarditin sıçan modelinde S. aureus 
virülansını etkilememektedir (Baddour, 1994; Moreillon ve ark, 1995). Buna karşılık, farelerin 
intravenöz olarak S. aureus aşılanmasından sonra, coa titresi ile pulmoner bakteri yükü arasında 
pozitif bir ilişki bulunmuştur. İnfeksiyondan 7 gün sonra akciğerden geri kazanılan canlı bakteri 
sayısı, doğal fenotip suş, coa delesyon mutantından önemli ölçüde daha yüksek 
gözlemlenmiştir (Sawai ve ark, 1997). Bununla birlikte, sahadaki buluş, kanın pıhtılaşmasına 
neden olan ikinci salgılanan bir faktör olarak vWbp'nin keşfi ile gelmiştir (Bjerketorp ve ark, 
2004). Rekombinant S. aureus suşlarını kullanan Cheng ve meslektaşları, tek başına coa veya 
vwb'nin silinmesinin sadece virülansta orta derecede bir düşüşe yol açtığını, oysa coa-vwb çift 
mutantının apse veya ölümcül olma yeteneğinde, farelerde sepsiste büyük bir azalma 
sergilediğini göstermiştir (Cheng ve ark, 2010). Bu nedenle, apse oluşumu için kombine coa ve 
vWbp gereklidir. Stafilokok infeksiyonu patojenitesinde ilk adım; cerrahi yaralar ve tıbbi 
cihazlar dahil olmak üzere çeşitli yollardan dokuların ve/veya kan dolaşımının bakteriyel istilası 
ile temsil edilmektedir (Lowy, 1998). Daha sonra bakteri hızla yayılır ve cerahatli lezyonlara 
neden olmaktadır. Stafilokoklar, organizmayı bağışıklık sistemi hücrelerinden koruyan yalancı 
kapsüller içindeki lezyon merkezinde topluluklar halinde büyürler. Son olarak, apse 
boyutlarında büyür ve yırtılır. Patojenlerin kan damarlarına girmesini ve infekte olmayan 
bölgelere yayılmasını sağlamaktadır (Cheng ve ark, 2009). Histokimyasal boyama, protrombin 
ve fibrin ile yalancı kapsüller içindeki coa birlikte tanımlamış ve apse lezyonlarının çevresinde, 
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coa, vWbp, protrombin ve ayrıca fibrinojen/fibrin birlikte lokalize edilmiştir. Bu nedenle, coa 
ve vWbp, yalancı kapsüller içerisinde stafilokok topluluklarının kurulmasına ve daha sonra apse 
gelişimine çok önemli katkı sağlamaktadır. Apse lezyonlarının oluşumu koagulaz spesifik 
antikorlarla inhibe edilebildiğinden, bu virülans faktörlerinin antistafilokok aşılarını 
tasarladıkları düşünülmüştür (Cheng ve ark, 2010).  
Özetle, Stafilokokkal coa ve vWbp, memeli koagülasyonunu patojenik bir belirleyici 
olarak kabul etmektdir. Protrombinin enzimatik olmayan aktivasyonu ile bu koagulazlar 
fibrinin polimerleşmesini tetiklemektedirler. Bakterilerin fibrin birikimi ve çapraz 
bağlanmasının, tipik olarak infeksiyon yükünü azaltan hayvan doğal immun savunmasını temsil 
ettiği gözlemlenmiştir. Paradoksal olarak, S. aureus, plazma pıhtılaşmasını indüklemek için 
koagulaz uygular ve bu da bakterilerin konakçı immun sisteminin bakterisit aktivitesinden 
kaçmasına izin vermektedir. Bu nedenle, koagulazlar sepsis ve endokarditin yanı sıra, apse 
patogenezini ve infeksiyon kalıcılığını destekleyen ana virülans stratejileri arasındadır 
(McAdow ve ark, 2012). Stafilokok koagulazları (Coa, vWbp), protrombinin aktivasyonu 
yoluyla kanın pıhtılaşmasına neden olan salgı proteinleridir. Plazma stafilokokları pıhtılaşma 
yeteneklerine bağlı olarak, koagulaz pozitif veya koagulaz negatif olanlara bölünebilirler. 
Plazmayı koagüle etme yeteneği, bu bakterilerin tanısında ilk adımdır, çünkü coa ve vWbp 
salgılanması, stafilokokların konakçı savunma sisteminin üstesinden gelmesini sağlayan ana 
virülans stratejileri arasındadır. Protrombin koagulazlarının nonenzimatik aktivasyonu, fibrin 
polimerizasyonunu tetikler, bu da bakterilerin pıhtıdaki çapraz bağlanmasıyla sonuçlanır, bu da 
bakterilerin konakçı bağışıklık sisteminin bakterisit aktivitesinden kaçmasına izin vermektedir. 
Ek vWbp'nin geliştirilmesi, belirli konakçı plazmanın koagülasyon kinetiğini arttırır, bu sadece 
stafilokok suşlarının konakçı tercihini değil aynı zamanda bu bakterilerin virülansındaki 
koagulazların önemini göstermektedir. 
 
 
2.2. Stafilokokkal Hemolizin 
 
2.2.1. Stafilokokkal α-hemolizin 
 
S. aureus ve diğer Koagulaz Pozitif Stafilokoklar (KPS) tarafından salgılanan birkaç 
sitolitik toksin arasındaki ana bileşik α -hemolizindir (α-toksin, Hla). α-hemolizin, son otuz 
yılda büyük ölçüde ve kapsamlı bir şekilde incelenmektedir (Freer ve Arbuthnott, 1983; Bhakdi 
ve Tranum-Jensen, 1991; Dinges ve ark, 2000; Berube ve Vubek, 2013). Toksin, kanlı agarda, 
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çok çeşitli memeli eritrositlerinde (tavşan, koyun, öküz) toksik etkiler uygulayan geniş bir tam 
hemoliz bölgesi oluşturmaktadır (Hebert ve Hancock, 1985). Tavşanlarda, LD50'nin (2 μg / kg 
vücut ağırlığı) öldürücü olduğu gözlenmiştir. LD50, herhangi bir hayvan türünde test edilen en 
düşük toksik dozu temsil etmektedir(Arbuthnott, 1983). Toksin, cilt hücrelerinin nekrozunun 
ve ölümcül infeksiyonun nedeni olarak, hem insanlarda hem de hayvanlarda nörotoksik etki 
olarak, çeşitli hücre tipleri üzerinde sitotoksik etkiler uyguladığı kabul edilmiştir. α-hemolizin, 
S. aureus'ta tek kopya kromozomal hla geni tarafından kodlanmaktadır, S. aureus suşları 
arasında korunmaktadır ve 1984'te klonlanmıştır (Gray ve Kehoe, 1984). hla  lokusunu 
kodlayan 319 amino asit proteini vardır. İlk 26 bölme N-terminali bir sinyal peptidi 
oluşturmaktadır. Olgun protein, molekül ağırlığı yaklaşık 33 kDa ve yaklaşık 8.5 pI olan 293 
bölmeden oluşmaktadır. Olgun protein tamamen β-tabakalarından oluşmaktadır ve β-fıçı 
(barrel) gözenek oluşturucu sitotoksin sınıfının prototipi olarak kabul edilmektedir (Bhakdi ve 
Tranum-Jensen, 1991; Parker ve Feil, 20005; Prevost ve ark, 2005) Birçok küresel düzenleyici 
sistem hla'nın kontrolünü sağlamaktadır (Recsei ve ark, 1986). Aksesuar gen regülatörü, agr 
lokusu, düzenleyici bir RNA molekülü (RNAIII) ile birlikte (Novick ve ark, 1993; Lina ve ark 
1998) bir çekirdek algılama sistemi ile hla ekspresyonunun kontrolünden sorumludur (Peng ve ark, 
1988). Aksesuar gen regülatörü hla'nın ekspresyonunu ve salgılanmasını arttırırken, toplam α-
toksinin sadece %1'i hücre ile ilişkili kalmaktadır. ekspresyon seviyeleri aynı zamanda hem Sae 
hem de Sar düzenleyici sistemleri tarafından  ayarlanabilmektedir (McNiven ve Arbhunott, 1972; 
Novick ve ark, 1993;  Toita ve Kamio, 1997; Lina ve ark, 1998;  Lyon ve ark, 2002; Koenig ve ark, 
2004). 
α-toksin hidrofiliktir; yedi monomer toplanarak hedef hücrenin zarına silindirik bir 
heptamer oluşturmaktadır (Gouan ve ark, 1994; Valeva ve ark, 1997). Bu oligomerik form 1-3 
nm gözenekler oluşturarak ökaryotik hücreleri parçalayabilmektedir (Freer ve ark, 1968; 
Belmonte ve ark, 1987), eritrositleri parçalama yeteneğide tanımlayıcı bir özelliğidir. 
Monomerlerde ve sonuç olarak oligomerlerde üç alan iyi bilinmektedir; Membran üzerinde 
duran kapak; konakçı zarının dış bölümünün üzerine yerleştirilmiş kenar; ve membranı delerek 
β gözeneğini oluşturan kök (şekil 1) (Montaya ve Gouaux, 2003). Monomerlerin hücre zarına 
bağlanması ve birleşmesi arkasında iki farklı yol bulunmaktadır (Hildebrand ve ark, 1991). 
Düşük konsantrasyonda, hücre yüzeyi reseptörünün monomerleri bağlaması, yüksek 





Tablo 1. Staphylococcus hemolizinin ifade edilen farklı özellikleri (Suttorp ve ark, 1985; Jonas 














Beta Hemolizin Koyun, Öküz, 
İnsan 
+ Sfingomiyelin Düşük Öldürücü 
Gama Hemolizin Tavşan, İnsan, 
Koyun 
- ? Ölümcül 
Delta Hemolizin İnsan, Tavşan, 
Koyun, 
Maymun, At 







Şekil 1. Membrana dik olarak ve yedi kat simetri ekseni boyunca görülen α-hemolizin yapısı 
(A) alfa-hemolizin monomer düzeneğinin mekanizması (B) (Montaya ve Gouaux, 2003). 
 
Song ve arkadaşları (1996) X-ışını kırınımı analizi ile monomerlerin hücre zarına nüfuz 
ettiğini, iki tabakalı olarak difuze olduğunu tespit etmişlerdir ve Valeva ve arkadaşları 
tarafındanda onaylanan, heptamerik 1-2 nm gözenek oluşturduğunu bulmuşlardır (Valeva ve 












gözeneklerin oluşması nedeniyle konakçı üzerinde çeşitli etkileri oluşmaktadır (Bhakdi ve 
Tranum-Jensen, 1991). Elde edilen gözenek K+ ve diğer küçük moleküllerin hızlı bir şekilde 
dışarı akmasını ve molekül ağırlığı 1 olan Na+, Ca+ ve diğer küçük moleküllerin akışını 
sağlamaktadır ve bunun sonucunda eritrositler lize olmaktadır. İnsan eritrositleri, tavşan 
eritrositleriyle karşılaştırıldığında daha az miktarda lize olmaktadır. α-toksin birçok hayvan 
sisteminde de dermonekrotik, nörotoksik ve öldürücü etkiye sahiptir. Fibroblastlar ise tam tersi 
olarak, düşük doz α-toksine maruz kaldıklarında hasarlarını onarabilmektedirler. Sonuç olarak; 
ölümcül hastalık, hemoliz ve dermonekroz, α-toksinle ilişkili ana belirtilerdir (Burnet, 1929), 
ancak toksinlerin ve çok çeşitli konakçı hücreleri arasında karmaşık bir etkileşim olarak 
tanımlanmıştır (Tablo 1)  (Suttorp ve ark, 1985; Jonas ve ark, 1994; Berube ve Bubek, 2013) 
Etkilerin seviyesi ve tipi, α-toksin için bir hücresel zar reseptörünün varlığı hakkında bir 
hipotez sunmaktadır (Cassidy ve Harshaman, 1976; Hildebrand ve ark, 1991; Valeva ve ark, 
2006) Ancak, önerilen modeller veya deneysel sonuçlar, hücre tipini ve tür spesifikliğini 
açıklayamamıştır. Son olarak, Wilke ve Bubek (Wilke ve Bubek, 2010) bir disintegrin ve 
metaloproteaz 10 (ADAM10)’un α-toksin için aday bir protein reseptörü olduğunu bildirmiştir. 
ADAM10, Hla ile etkileşime girer ve toksin monomerlerini bir sitolitik gözeneğe birleştiren 
olaylar dizisini başlatmak için gereklidir. Hla'nın ökaryotik hücrelere bağlanması için 
ADAM10 gerekmektedir. ADAM10, konakçı hücrelerin zarından Hla ile çökeltilmektedir. 
ADAM10, toksin bağlanması ve oligomerizasyon için gereklidir (Cassidy ve Harhsaman, 
1976). hla aracılı sitotoksisitede, çoğunlukla düşük toksin konsantrasyonlarında ADAM10'a 
ihtiyaç duyulmaktadır (Wilke ve Bubek, 2010). α-toksin türü özgüllüğünün, tavşan 
eritrositlerinde ADAM10 ekspresyonu ile bağlantılı olduğu, ancak insan kırmızı hücre 
yüzeyinde olmadığı gösterilmiştir. 
 
 
2.2.2 Stafilokokkal β-Hemolizin 
 
β-hemolizin Glenny ve Stevens tarafından tanımlanmıştır (Glenny ve Stevens, 1935; 
Pontieri, 2018). α-hemolizinden farklı olarak, β-toksin koyun, öküz ve insan üzerinde yüksek 
derecede hemolitik etkiler göstermektedir, fakat kobaylarda, farelerde ve tavşan eritrositlerinde 
ne dermonekrotik ne de öldürücü etkiler gözlenmemiştir (Tablo 2). Agar üzerindeki toksin, 
geniş bir hemoliz alanı oluşturmaktadır (Hebert ve Hancocki, 1985). Bu toksini kodlayan gen 
Projan ve arkadaşları tarafından sekanslanmıştır (Projan ve ark, 1989). Hlb olarak adlandırılır, 
tamamen kromozomaldir ve 4 kb Karyofanon latum L ClaI ile kavranmış DNA fragmanı 
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üzerinde bulunmaktadır. Protein, 39.000 moleküler ağırlığa sahip 330 amino asitten 
oluşmaktadır, ancak oluşumu sırasında ilk 34 amino asit tarafından temsil edilen sinyal peptidi 
ortadan kaldırılmaktadır.  Elde edilen peptit, 35,000 molekül ağırlığında ve pH 9'un üzerinde 
izoelektrik noktasına sahip olan olgun proteindir. β-hemolizin, çok sayıda S. aureus suşu, 
özellikle hayvan izolatları ve bir veteriner hastalığı yanı sıra ortaya çıkan bir zoonotik insan 
patojeni olan S. pseudintermedius gibi diğer KPS tarafından üretilmektedir. Protein 
sfingomiyelinaz aktivitesi göstermektedir, litik aktivite sfingomiyelin ve lizo-fosfatidilkolin ile 
sınırlıdır (Doery ve ark, 1965). Farklı eritrositlerde bulunan farklı sfingomiyelin içeriği, çeşitli 
hemolitik etkileri açıklamaktadır. 37°C'de inkübasyondan sonra 10°C'nin altındaki ikinci bir 
inkübasyonun, hemolizi arttırdığı gözleminden sonra toksinin “sıcak-soğuk” hemolizin olarak 
tanımlandığını ve kolonilerin etrafındaki α-hemolitik bandın tamamen β hemolitik olmasını 
sağladığı; bir açıklama olarak, düşük sıcaklığın toksin tarafından zarda faz ayrılmasına ve iki 
tabakalı çökmeye izin verdiği düşünülmektedir (Low ve Freer, 1977). 
 
 
2.2.3 Stafilokokkal γ-Hemolizin 
 
İlk olarak Smith ve Price (Smith ve Price, 1938) tarafından tanımlanan γ-Hemolizin, 
çeşitli stafilokok kültür sıvılarından izole edilen PVL (Panton-Valentine Leukocydin), LukED 
ve LukGH’i (Panton ve Valentine, 1932; Graduet ve Price, 1938; Marinagave ark, 2003; 
Ventura ve ark, 2010) kapsayan iki bileşenli bir sitotoksin grubunun bir üyesidir. Toksin, 
Woodin tarafından tarif edildiği gibi S bileşeninde (yavaş elüsyon) ve F bileşeninde (hızlı 
elüsyon) iyon değişim kolonu elüsyonu ile ayırt edilen iki ilişkisiz ve suda çözünür peptit 
tarafından meydana gelmektedir (Woodin, 1959). γ-Hemolizin, S. aureus suşlarının neredeyse 
tamamı tarafından üretilmektedir. γ-hemolizin, özellikle nötrofiller (10 ng / mL'de eylem) ve 
makrofajlar ve birçok memeli eritrositleri üzerinde sitolitik aktivite uygulamaktadır (Prevost ve 
ark, 1995a; Tomita ve Kamio,  1997; Vandenesch ve ark, 2012). Agar toksik aktiviteyi inhibe 
ettiği için γ-hemolizinin hemolitik etkileri kanlı agar plakaları üzerinde saptanamamaktadır 
(Prevost ve ark, 1995a, Prevost ve ark, 1995b). γ-Toksin, hlg lokusu, iki S bileşeni, HlgA ve 
HlgC ve bir F bileşeni, HlgB tarafından kodlanmaktadır. Üçgen bir kümede, sırayla hlgA, hlgC 
ve hlgB (Cooney ve ark, 1993) 4.5 kb ScaI  ile kavranmış bir kromozom parçası üzerinde 
bulunmaktadır. Hemolitik ve lökotoksik aktivite, bu DNA fragmanını içeren bir klondan elde 
edilen ekstraktlarla gösterilmektedir. hlgA ayrı olarak ifade edilirken, hlgC ve hlgB tek bir 
mRNA üzerine kopyalanmaktadır. Daha önce, HlgB ve HlgC sırasıyla gama-hemolizinin γ1 ve 
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γ2 bileşenleri olarak adlandırılmıştı; HlgB ve HlgC'nin birlikte γ-hemolizini (sırasıyla F ve S 
bileşenleri) oluşturduğu bilinmektedir. 
 
 
2.3. Stafilokokkal Panton-Valentine Lökosidin (PVL) 
 
Staphylococcus aureus bir dizi molekül üretmektedir, bu moleküllerden bazıları 
bakterilerin konakçı bağışıklık tepkilerini "aldatmasını" sağlayan moleküllerdir. Bu moleküller 
virulens faöktörleridir. Virülans faktörleri arasında gözenek oluşturucu sitotoksinler 
bulunmaktadır, sitoplazma zarında gözenekler oluşturarak farklı memeli hücrelerinin 
parçalanmasına neden olabilmektedirler. Fagositler (nötrofiller, monositler ve makrofajlar) 
ve/veya lenfositler de dahil olmak üzere lökositlerin yok olmasına neden olan sitotoksinlere 
lökotoksinler denir. Lökositotoksik aktivite, infekte olan bakterilerin infeksiyonun ilk 
aşamalarında konakçı organizmanın içinde hayatta kalmasını sağlamaktadır. Bu 
lökotoksinlerden biri Panton-Valentine lökosidindir (PVL) (Aman ve ark, 2010). 
PVL ilk olarak 1894 yılında van de Velde tarafından, S. aureus tarafından üretilen ve 
lökosit lizisine neden olan "madde lökosit" veya lökosit olarak tanımlanmıştır (Lo ve Wang, 
2011). Panton-Valentine lökosidin ismi Sir Philip Noel Panton ve Francis Valentine'den 
gelmektedir, 1932'de PVL'yi hemolizinlerden ayırmışlardır ve PVL varlığı ile cildin ve 
yumuşak dokuların ciddi infeksiyonları arasında bir ilişki olduğunu göstermişlerdir (Panton ve 
Valentive, 1932; Lo ve Wang, 2011).  
PVL, Stafilokokkal sinergohymenotropic (SHT) toksin ailesine ait bir çift bileşenli 
sitotoksindir. Staphylococcus genomu üzerinde bulunan ve bir profaj üzerinde taşınan iki bitişik 
ve birlikte kopyalanan gen tarafından kodlanmaktadır. Bu genlerin ürünleri, nötrofiller, 
monositler ve makrofajlar dahil olmak üzere memeli lökositlerinin zarı boyunca gözenekler 
oluşturan ve salgılanan iki protein 'LukS-PV ve LukF-PV'dir. Oluşan gözenekler hücre 
içeriğinin dışarı çıkmasına neden olarak lizise yol açmaktadır. Ek olarak, düşük (sublitik) 
konsantrasyonlarda PVL toksininin pro-enflamatuar faktörlerin üretimini arttırmak için 
nötrofilleri uyarabildiği gösterilmiştir (Helbin ve ark, 2012; El Haddan be Moinaev, 2013). 
PVL, insanlarda topluma bağlı metisiline dirençli S. aureus (CA-MRSA) suşlarının çoğunluğu 
tarafından üretilmektedir (Deleo ve ark, 2010; Graves ve ark, 2010; Shallcross ve ark, 2013) ve 
ayrıca PVL pozitif MRSA suşlarının hayvanlardaki infeksiyonlarına dair raporlar 
bulunmaktadır (Rankin ve ark, 2005). PVL'nin S. aureus virülansındaki rolü büyük ilgi görmesine 
ve yoğun araştırmaların gerçekleştirilmesine rağmen, hayvanlarda gerçekleşen infeksiyonlarındaki 
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patojenik potansiyeli ile ilgili çok fazla bilgi bulunmamaktadır (Villaruz ve ark, 2009). Son olarak, 
Löffler ve ark. (Löffer ve ark, 2010) kesin bir açıklama sağlamıştır. PVL'nin insan ve tavşan 
nötrofillerinin hızlı bir aktivasyonuna ve apopitozuna neden olduğunu keşfettiler, ancak bu etkiyi 
fare ve maymun nötrofillerinde gözlemlememişlerdir. Bu nedenle, bu yazarlar PVL aktivitesini 
açıklamak için murin ve primat (insan olmayan) infeksiyon modellerini araştırmışlardır.  
 
 
2.4. Stafilokok Türlerinde Antibiyotik Direnci 
 
Antibiyotik direnci, hem insan hem de hayvan sağlığı için önemli olan küresel bir hayvan 
ve halk sağlığı sorunudur. Sorun, yanlış kullanım ve antimikrobiyallerin aşırı kullanımı ile giderek 
hızlanmıştır, aşağıdakiler dahil olmak üzere birçok faktör tarafından antibiyotik dirençliliğinde 
değişimler gözlenmektedir; bunlar genetik değişiklikler yoluyla zaman içinde doğal antimikrobiyal 
direnç geliştirmek için bakterilerin içsel özellikleri; uygun antibiyotik kullanımı (aşırı reçete, eksik 
tedavi süreci veya yetersiz dozlama), tarımda antimikrobiyal ajanların kullanımı (büyüme arttırıcı 
veya profilaksi amacıyla); mutasyon ve transfer edilebilir genetik materyaller (plazmid, 
transpozonlar ve integron) olarak sayılabilir (Meervenne ve ark, 2012; Castro-Sánchez ve ark, 
2016). 
ABD'de antimikrobiyal direnç, iki milyondan fazla bakteriyel infeksiyona ve 23.000 insan 
kaybına sebep olmuştur (CDC, 2013) Ayrıca, Avrupa Birliği'nde ilaca dirençli bakteriler yüzünden 
gerçekleşen ölümler 25.000, ekonomik maliyeti her yıl 1,5 milyar ABD dolarından fazladır (EMA 
ve ECDC, 2009). S. aureus, insanlarda ve çeşitli hayvan türlerinde yaygın bir komensal ve patojenik 
bakteri olarak kabul edilmektedir (Sung ve ark, 2008; Sakwinska ve ark, 2011). Hayvancılıktaki 
çeşitli infeksiyonlara S. aureus neden olabilmektedir, en önemlisi sığır ve küçükbaş hayvanlarda 
meme içi infeksiyonlardır, süt çiftçileri için büyük ekonomik kayıplara yol açmaktadır (Hunter, 
1984; Manser, 1986; Vanderhaeghen ve ark, 2010). İlk metisiline dirençli S. aureus (MRSA) 
olgusu, 1960'ların başlarında metisilinin klinik uygulamasının başlamasından kısa bir süre sonra, 
1961'de İngiltere'de bildirilmiştir. Çok geçmeden tüm dünyada hastane infeksiyonu kontrolüne 
meydan okuyan ciddi bir sorun haline geldi (Ayliffe, 1997). S.aureus'un metisiline direnci, beta-
laktam antibiyotikler için düşük bir afiteye sahip olan penisilin bağlayıcı protein 2a'yı (PBP2a) 
kodlayan mecA geni aracılık etmektedir (Stryjewski ve Corey, 2014). MRSA'nın hayvanlardan 
izolasyonu, mastitik ineklerden sütte saptanmasının ardından ilk olarak 1972'de bildirilmiştir 
(Devriese ve ark, 1972). Son yıllarda ise veteriner hekimlikte giderek daha acil bir sorun haline 
gelmiştir, atlar, sığırlar, evcil hayvanlar ve egzotik türleri içeren çeşitli türlerde infeksiyonlar hem 
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sağlıklı taşıyıcılar hem de infeksiyon vakası olarak bildirilmiştir. (Lee, 2003; Strommenger ve ark, 
2006; Anderson ve ark, 2008; Persoons ve ark, 2009; Weese, 2010). Mastitis, keçilerinde yüksek 
ekonomik kayıplar sebebi ile ciddi bir sorundur (Leitner ve ark,  2007). Staphylococcus cinsi, 
özellikle S. aureus, % 4-40'ı arasında değişen izolasyon sıklığı olan süt keçilerinde mastitisin en 
önemli bulaşma nedenidir (White ve Hinckley, 1999; Ameh ve Tari, 1999; McDougall ve ark, 
2001; Contreras ve ark, 2007; Hall ve Rycroft, 2007; Leitner ve ark, 2007). 
Metisilin direnci, stafilokok kromozomal kaseti üzerinde bulunan ve penisilin bağlayıcı 
protein 2A (PBP2A) veya PBP2ALGA'yı kodlayan mecA veya mecC geni ile sağlanmktadır ( Kim ve 
ark, 2012). Her iki enzim de β laktamlar için düşük bir afinite göstermektedir, böylece bu antibiyotik 
kategorisine direnç göstermekedir( Hartman ve Tomasz, 1984; Turner ve ark, 2019). Vankomisin, 
MRSA infeksiyonlarını tedavi eden ilk ilaçlardan biridir (Sorrell ve ark, 1982; Pakyz ve ark, 2008; 
Mermel ve ark, 2019) 
 
 
2.4.1. Stafilokok Türlerinde Metisilin Direnci  
 
S. aureus'un (SA) metisiline direnci, β-laktamaz dirençli yarı sentetik penisilinler piyasaya 
sürüldükten sonra ilk olarak 1961'de tanımlanmıştır (Barber, 1961). 1960'larda Avrupa 
hastanelerindeki salgınların ilk raporundan sonra, metisilin direnci 1980'lerde dünya çapında bir 
sorun haline gelmiştir ve günümüzde çok sayıda hastane infeksiyonunun sebebi olmaktadır 
(Chambers, 1997). Bakteriyel epidemiyolojiye moleküler yöntemlerin uygulanması, 
araştırmacıların metisiline dirençli S. aureus (MRSA) dolaşımının her birinin belirli bir genetik 
arka plana sahip epidemik klonlara bağlı olduğunu belirlemesine izin vermiştir. 
Metisiline karşı ana direnç mekanizması, beta-laktam molekülleri için düşük afinite ile 
penisilin bağlayıcı proteinlerin (PBP) sentezini destekleyen 'mecA' adı verilen spesifik bir genin 
varlığından kaynaklanmaktadır. Moleküler ağırlıklarına göre ve serin proteazlara benzer kimyasal 
aktiviteye sahip olarak sınıflandırılan PBP'ler olarak bilinen enzim grubu, bakteri hücre duvarının 
peptidoglikana çapraz bağlanmasına izin veren transpeptidasyon reaksiyonlarını katalize etmekten 
sorumlu gruptur. Hem penisilinler hem de sefalosporinler, PBP'leri rekabetçi bir şekilde inhibe 
ederek peptidoglikan oluşumuna müdahale etmektedir. β-laktamlar kovalent olarak PBP'lere 
bağlanır ve oldukça stabil kompleksler oluşturmaktadır. Sınırlı PBP'ler artık hücre duvarı sentezi 
için gerekli reaksiyonları katalize edemez duruma gelmektedir.  
Stafilokok suşları mecA genini (veya homologu, mecC genini) barındırabilmektedir. Bu 
gen, Stafilokokkal kromozom kaset mec (SCCmec) adı verilen bir mobil genetik eleman üzerinde 
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taşınmaktadır. mecA ifadesi, beta laktam antimikrobiyalleri için azalmış bir afiniteye sahip ek bir 
76-kDa penisilin bağlayıcı protein (PBP2a) kodlamaktadır (Chambers, 1997). 
PBP2a ve doğal PBP2, β-laktam antibiyotiklerin varlığına rağmen hücre duvarı sentezine 
izin verilmesi için birlikte çalışmaktadırlar, böylece penisilinler, sefalosporinler ve karbapenemlere 
karşı etkili bir şekilde direnç sağlamaktadırlar. SCC, S. aureus'un kromozomuna çok spesifik bir 
yerde (attBscc) entegre edilmiştir. SCC, S. aureus'un kromozomunda çok spesifik bir yerde 
(attBscc) bulunmaktadır (Llarrull ve ark, 2009).   
SCCmec kompleksi tarafından kodlananlara kıyasla çok daha seyrek olan diğer metisilin 
direnci tipleri, β-laktamazların aşırı üretiminden veya istisnai olarak normal PBP genlerinin 
mutasyonundan kaynaklanmaktadır (McDaugal ve Thornsberry, 1986; Tomansz ve ark, 1989). 
Bakteriyel dünya, çevreye uyum sağlama yeteneğinde her zaman şaşırtıcıdır. SCCmec 
kompleksinin aracılık ettiği β-laktam direnci, sadece antibiyotik basıncı temelinde açıklanamayan 
çok yönlü bir mekanizmadır. Bununla birlikte, bu direnç özelliği β-laktamaz dirençli yarı sentetik 
penisilinin klinik kullanımından sadece iki yıl sonra tanımlanmıştır. SCCmec'in Staphylococcus 
sciuri'den bir mecA homolog geniyle (bu mikroorganizma tarafından 84 kDa PBP kodlayan) ortaya 
çıktığını öne süren de Lencastre ve arkadaşları tarafından bu tür bir direncin kaynağının büyüleyici 
bir açıklamasını ileri sürmüşlerdir. Bulgu, SA izolatlarının mecA'sının 200'den fazla epidemiyolojik 
olarak ilgisiz S. sciuri suşu ile güçlü bir hibridizasyon verdiğini gösteren moleküler çalışmalara 
dayanmaktadır (de Lencastre ve ark, 2007). S. sciuri'deki β-laktam direnç mekanizmasının, 
1949'dan beri veteriner hekimlik uygulamasında profilaktik olarak kullanılan seçici penisilin 
basıncının ardından başladığı varsayılmaktadır (Llarrull ve ark, 2009). Bu mikroorganizma, uygun 
gen komplekslerinde bulunmayan β-laktamaz üretme kabiliyetine sahip olmadığından, hayatta 
kalma yolunun ilaçların hedefini değiştirmek olduğu düşünülmektedir. Son zamanlarda, 
Staphylococcus fleurettii genomunun mecA lokusunun, mecA içeren SCCmec bölgesi ile aynı diziye 
sahip olduğunu gösterilmiştir. Bu sonuçlar daha önce yayınlanmış olanlarla uyum sağlamıştır, 
çünkü S. sciuri, S. vitulinus ve S. fleurettii ortak bir atadan evrimleşmişlerdir, ayrıca S. fleurettii'nin 
mecA gen homologlarının atalarından geldiğini ve yakın zamanda edinilmediğini göstermektedir 
(Tsubakishita ve ark, 2010). 
 
 
2.4.2. Stafilokok Türlerinde Vankomisin Direnci 
 
Vankomisin en eski antibiyotiklerden biridir ve yaklaşık 60 yıldır klinik kullanımdadır. Eli 
Lilly'nin organik kimyagerlerinden Dr. Kornield, 1957'de Borneo'nun derin ormanlarında 
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Streptomyces orientalis'ten vankomisini izole etmiştir (Rubinstein ve Keynan, 2014). Glikopeptit 
antibiyotik olan Vankomisin 1958 yılında Gram-pozitif bakterilerin tedavisi için klinik olarak 
tanıtılmıştır. Bu maddenin kullanımı, hem koagulaz-negatif stafilokoklarda hem de S. aureus'ta 
metisilin direncinin yükselen prevalansı nedeniyle son 20 yılda büyük ölçüde artmıştır (Ena ve ark, 
1993). Vankomisin, Staphylococcus sp., Enterococcus sp., Streptococcus sp., Pneumococcus sp., 
Listeria sp., Corynebacterium sp. ve Clostridia sp. gibi Gram pozitif bakterilere karşı aktiftir, 
vankomisin genellikle MRSA'nın neden olduğu infeksiyonlar ve yarı sentetik penisilin veya 
sefalosporin alerjisi olan hastaların tedavisi için kullanılır (Rubinstein ve Keynan, 2014). 
Vankomisin bu infeksiyonlar için tercih edilen ilaç olmaya devam etmektedir. 
Vankomisin, duyarlı bakterilerde uygun hücre duvarı sentezini keserek bakterisidal etkisini 
göstermektedir. Çoğu bakteriyel membran, hücre içi yüksek ozmolarite nedeniyle hücreleri şişlik 
ve patlamadan koruyan bir hücre duvarı yapısı ile kaplanmaktadır. Yayılma sırasında, 
peptidoglikan içeren hücre duvarı yapısının büyütülmesi gerekmektedir. Bunu yapmak için, öncü 
lipid II, penisilin bağlama proteinleri (PBP'ler) tarafından transglikosilasyon ve transpeptidasyon 
yoluyla yeni ortaya çıkan peptidoglikana eklenirler (Şekil 2a). Vankomisinin hidrofilik molekülü, 
öncü lipit II'nin terminal ᴅ-alanil-ᴅ-alanin (ᴅ-Ala-ᴅ-Ala) kısımları ile hidrojen bağı etkileşimleri 
oluşturabilmektedir. Vankomisinin bağlanması, öncül maddenin büyüyen peptidoglikan zincirine 
ve sonrasında gerçekleşen transpeptidasyona dahil edilmesini önlemektedir, böylece hücre çeperi 
ayrışmasına ve bakteriyel lizise yol açan konformasyonel değişikliklere neden olmaktadır (Şekil 
2b) ( Hu ve ark, 2016). Bununla birlikte, vankomisinin karmaşık yapısı, Gram negatif bakterilerin 
dış zarından nüfuz etmesini engeller ve Gram negatif bakteriler üzerinde sınırlı bakterisidal etki 
göstermektedir. 
Bakterilerdeki vankomisin direncine patojenlerde (E. faecalis, E. faecium, S. aureus ve 
Clostridium difficile gibi) bulunan glikopeptid üreten aktinomisetler (Amycolotopsis orientalis, 
Actinoplanes teichomyceticus, and Streptomyces toyocaensis) aracılık etmektedir (Patel ve ark, 
2000; Domingo ve ark, 2008; Xu ve ark, 2010; Ammam ve ark, 2012;) Vankomisin direnci, ᴅ-
alanil-ᴅ-laktat ᴅ-Ala-ᴅ-Lac) veya Dalanil-ᴅ-serin sentezi için anahtar enzimi kodlayan ligaz van 





        
Şekil 2. Vankomisine dirençli Staphylococcus aureus'un direnç mekanizması 
(a) Normal peptidoglikan sentezinin şematik diyagramı. (b) Vankomisin etkisinin şematik 
diyagramı. (c) vanA kümesinin organizasyonu. (d) Vankomisine dirençli S. aureus'un direnç 
mekanizması. ᴅ-Ala: ᴅ-Alanin; ᴅ-lak: ᴅ-laktat; L-Lys: L-Lizin; ᴅ-Glu: ᴅ-glutamat; Giy5: 




vanA, vanB, vanD, vanF, vanI, vanM, vanC, vanE, vanG, vanL ve vanN fenotiplerine cevap 
veren, vankomisine direnç sağlayan en az 11 van geni kümesi tanımlanmıştır (Boyd ve ark, 2008; 
Xu ve ark, 2010; Lebreton ve ark, 2011; Kruse ve ark, 2014). Bu van kümelerinin organizasyonu 
Şekil 2’de gösterilmektedir. ᴅ-Ala'yı kodlayan genler: vanA, vanB, vanD, van F, vanI ve vanM gibi 
ᴅ-Lac ligazları genellikle> 256 mg/ml MIC'li yüksek seviyeli vankomisin direnciyle 
sonuçlanmaktadır.  ᴅ-Ala'yı kodlayan genlerden: vanC, vanE, vanG, vanL ve vanN dahil olmak 
üzere ᴅ-Ser ligazları genellikle 8-16 mg / ml MIC'lerle düşük seviyede dirençle sonuçlanmaktadır 
( Hollenbeck ve Rice, 2012) 
Vankomisin, hücre duvarı disakkarit-pentapeptit öncüllerinin terminal ᴅ-alanil- ᴅ-
alaninine geri döndürülemez bir şekilde bağlanarak, burada bakteri hücre duvarının üretimini 
engelleyerek etki etmektedir. Enterokoklar, terminal alanin yerine vankomisin için büyük 
oranda azaltılmış bir laktat ile değiştirerek vankomisin direnci geliştirmiştir (Bugg ve ark, 
1991). Vankomisine dirençli, Koagulaz Negatif Stafilokoklar, bu değiştirilmiş hücre duvarı 
öncüllerinin üretildiğini, ancak gözlemlenen direnç derecesini hesaba katmayacak kadar küçük 
miktarlarda üretildiğini göstermiştir (Billot-Klein ve ark, 1996). Yüksek dirençli Koagulaz 
Negatif Stafilokoklardan hücre duvarı peptidoglikanlarının analizi, duyarlı suşlara kıyasla 
değişmiş çapraz bağların varlığını göstermiştir (Bugg ve ark, 1991). Bu değiştirilmiş çapraz 
bağların, hedef peptitlere vankomisin bağlanmasını inhibe edebileceği öne sürülmüştür, ancak 
bu hipotez henüz kanıtlanmamıştır. Koagulaz Negatif Stafilokoklarda Vankomisin direncinin 
çok faktörlü olduğu düşünülmektedir, ancak kesin mekanizmalar aydınlatılmayı beklemektedir. 
 
 
2.5. Stafilokokkal Enterotoksinler 
 
Stafilokoklar hayatı tehdit eden bakteriyemi vakaları, yara infeksiyonları, piyojenik 
lezyonlar ve mastitis de dahil olmak üzere dünya çapında insan ve hayvan infeksiyonlarının 
nedenidir.  Kronik bozukluklardan muzdarip bağışıklığı baskılanmış hastalarda Stafilokok 
hastalıkları genellikle daha şiddetli seyre sahiptir (Wertheim ve ark, 2005). Enterotoksinler; 
bazı stafilokok türleri tarafından üretilen, insan ve hayvanların bağışıklık tepkilerini kesintiye 
uğratan Stafilokokkal gıda zehirlenmesinin (SFP) etken maddelerinden biri olarak kabul 
edilmektedir. Süt hayvanlarının S. aureus tarafından yapılan infeksiyonları, süt ve gıda 
endüstrisi için önemli bir yük olmaya devam etmektedir (De Buyser ve ark, 2001) S. aureus 
tarafından üretilen enterotoksinler iyi karakterize edilmiş olmasına rağmen Staphylococcus 
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(CNS) cinsinin koagulaz negatif türlerinin enterotoksijenik potansiyeli hakkında daha az şey 
bilinmektedir.  
S. aureus aynı zamanda en yaygın gıda kaynaklı hastalıklardan biri olan SFP'ye sebep 
olan bir bakteridir (Hennekinne ve ark, 2012). On yıllar boyunca S. aureus, enterotoksin 
üretebilen Staphylococcus cinsinin tek temsilcisi olarak kabul edilmiştir. Bugüne kadar 23 
farklı S. aureus enterotoksini tanımlanmıştır (Thomas ve ark, 2007; Ortega ve ark, 2010; Wilson 
ve ark, 2011). CNS'nin çoğu insan ve hayvanlarla orantılı bir ilişki kurabildiği için CNS'nin 
patojenik olmadığı kabul edilmiştir (Fitzgerald ve Penades, 2008; Otto, 2010).  
CNS grubu genellikle pozitif gıda florası olarak kabul edilmiştir, bu nedenle endüstride 
yaygın olarak uygulanmıştır. Fermantasyon süreçleri ve ürünlerin duyusal karakteristikleri 
üzerindeki olumlu etkileri nedeniyle sıklıkla et ve peynir başlangıç kültürünün bir bileşeni 
olarak kullanmışlardır (Hugas ve Monfort, 1997; Irlinger, 2008). Bunların yanısıra S. 
chromogenes, S. haemolyticus ve S. saprophyticus  (Crass ve Bergdoll, 1986; Da Cuhna ve ark, 
2006; Mazzariol ve ark, 2012; Otto, 2009; Piette ve Verschraegen, 2009; Ziebuhr, 2001) gibi 
hastane türlerinin yanı sıra S. chromogenes, S. simulans, S. xylosus (Taponen ve ark, 2006; Unal 
ve Cinar, 2012)  hayvan infeksiyonlarında katılımı hakkında daha fazla ilişki ortaya çıkmıştır. 
Orijinal olarak S. aureus'ta tanımlanan ve karakterize edilen bir dizi virülans faktörü de CNS 
genomlarında tespit edilmiştir. Bunlar; Stafilokokkal enterotoksinler (SE), hemolizin α, β, δ ve 
γ, lökosidinler, eksfolyatif toksinler A ve B ve antibiyotik direnç belirleyicileri vb. (Irlinger, 
2008; Park ve ark, 2011; Podkowik ve ark, 2012). 
Bugüne kadar, 60'larda keşfedilen beş klasik ve antijenik olarak farklı SE'ye (SEA'dan 
SEE'ye) ek olarak, 18 yeni SE veya SEL türü tanımlanmıştır (SEG-SElU, SElV2, SElX) 
(Thomas ve ark, 2007; Ortega ve ark, 2010; Wilson ve ark, 2011; Hennekinne ve ark, 2012). 
SE'ler ve SEller, 22 ila 29 kDa arasında değişen moleküler ağırlığa sahip suda çözünür, küresel 
ve yapısal olarak stabil proteinlerdir. SE'lerin ortak özelliği, pepsin veya tripsin gibi çoğu 
proteolitik enzime karşı yüksek stabilite ve direnç göstermeleridir ve bu gastrointestinal 
sistemdeki aktivitelerinin korunmasını sağlamaktadır (Bergdoll, 1983). Süper antijenite, 
SE'lerin ana özelliklerinden biridir. Diğer antijenlerin aksine, bunların antijen sunan hücreler 
(APCs) tarafından işlenmesi gerekmemektedir. Çoğu, APCs'ler üzerinde MHC II 
moleküllerinin peptit bağlayıcı oluğunun dışına ve T hücreleri üzerinde spesifik beta zincir Vβ 
dizileri taşıyan T hücresi reseptörlerine (TCRs) bağlanmaktadırlar. Bağlanma, APCs ve T 
hücrelerinin yaygın proliferasyonunu aktive etmektedir, bu da kronik bir yanıtta proinflamatuar 
sitokinlerin ve immunomodülatör sitokinlerin akut kontrolsüz bir şekilde salınmasına neden 
olmaktadır (McCormick ve ark, 2001). T hücre reseptörlerine (TCR'ler) bağlanmaları  spesifik 
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bir özellik değildir. Çoğu SAg için, bağlanma TCR-zinciri üzerinde değişken bir yerde 
gerçekleşmektedir; dolayısıyla SE'ler birçok farklı lenfosit T klonu ile etkileşime 
girebilmektedir (Johnson ve ark, 1991; Proft ve Fraser, 2003). Bu kitlesel olarak aktive edilen 
T hücreleri, anormal derecede büyük miktarda sitokin salgılar ve klonal olarak çoğalır. 
İnterlökin-2 (IL-2), interferon-y (IFN-y) ve tümör nekroz faktörü (TNF-α) gibi yüksek 
proinflamatuar sitokin konsantrasyonları, yüksek ateş, kılcallığın hızlı başlaması ile karakterize 
edilen hastalığın gelişmesine neden olabilir. Sızıntı ve çoklu organ disfonksiyonu, toksik şok 
sendromu olarak tanımlanmaktadır. Serbest bırakılan sitokinlerin ani olması ve büyüklüğü 
hastanın ciddiyetini ve sonucunu belirlemektedir (Fraser ve Proft, 2008). Klonal proliferasyonu 
takiben, çoğu T hücresi aktivasyona bağlı hücre ölümüne uğrar, bu da bir klonal T hücresi 
delesyonuna ve hayatta kalan T hücrelerinin anerji haline gelmesine neden olur. Son çalışmalar 
bu T hücrelerinin fenotipik ve işlevsel olarak benzer immunosüpresif düzenleyici T hücreleri 
olduğunu göstermiştir (Taylor ve Llewelyn, 2010). Her ne kadar stafilokok infeksiyonlarının 
immunosüpresif etkisi genel olarak tüm organizma için geçerli olmasa da, patojenin konağın 
lokal kolonizasyonunu kolaylaştırabileceği düşünülmektedir (Proft ve Fraser, 2003; Fraser ve 
Proft, 2008). Son çalışmalar SAgs tarafından uzun süreli uyarıma yanıt veren T hücresi 
çoğalmasının tepkilerini baskılayabilen, insanlarda, kemirgenlerde ve sığırlarda CD4+ CD25+ 
düzenleyici T hücrelerinin gelişimini indüklediğini göstermiştir (Seo ve ark, 2007). Bu, 
SAg'ların neden olduğu immunomodülasyonun stafilokok hastalığında önemli bir rolü 
olduğunu düşündürmektedir. 
Çiftlik hayvanları, özellikle sütleri, enterotoksijenik CNS rezervuarı gibi 
görünmektedir. Valle ve arkadaşları (1990) S. chromogenes, S. warneri, S. sciuri, S. 
saprophyticus ve S. lentus dahil olmak üzere sağlıklı keçiden gelen KNS türlerinin % 22'si 
enterotoksinleri, ağırlıklı olarak SEC'i, kendisi veya diğer toksinlerle birlikte salgılayabilmiştir. 
KNS halen en yaygın mastitis patojenleri olmaya devam etmektedir (Bergonier ve ark, 2003; 
Taponen ve ark, 2006; Ünal ve Yıldırım, 2010). S. aureus'a benzer şekilde, KNS'in 
enterotoksijenik potansiyeli ruminant mastitisinin patogenezinde dikkate alınmıştır. Koyun, 
keçi ve inek mastitis vakalarının sütünden izole edilen KNS suşlarından Orden ve arkadaşları 
(1992), SEC ve TSST-1'i saptamak için hem çift sandviç enzime bağlı immunosorban deneyi 
(ELISA) hem de Western blot kullanmıştır. İki S. xylosus suşunun SEC ürettiği bulunmuştur. 
Sığır mastitinden izole edilen stafilokoklarla ilgili başka bir çalışmada, enterotoksijenik KNS 
bulunmamıştır (Orden ve ark, 1992). Subklinik ve klinik sığır mastitis vakalarıyla ilişkili 102 
CNS suşunun taranmasında SE kodlayan hiçbir gen tespit edilmemiştir (Nemati ve ark, 2008). 
Başka bir çalışmada, sığır meme infeksiyonları ile ilişkili 263 CNS izolatında 18 SE ve tst-1 
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geninin varlığı kapsamlı bir şekilde araştırılmıştır (Park ve ark, 2011). Bu araştırmada 82 
izolatın (% 31) SAg ile ilişkili en az bir geni barındırdığını ortaya konmuştur. Dikkat çekici bir 
şekilde S. xylosus'un (11/24) neredeyse yarısı ve tüm S. hyicus izolatları enterotoksin genleri 
pozitif saptanmıştır. SE genlerinin varlığı diğer virülans faktörlerini kodlayan genlerle birlikte, 
18 farklı stafilokok türünü temsil eden subklinik mastitli inek ve koyunlardan 121 KNS 
koleksiyonunda araştırılmıştır (Ünal ve Çınar, 2012). 46 izolatta (% 38) bir veya daha fazla SE 
geni tespit edilmiştir, seh ve sej en yaygın SE genleri olarak tespit edilmiştir. 
 
 
2.6. Stafilokokların Moleküler İdentifikasyonu ve Genotiplendirilmesi 
 
Stafilokok türleri, insan ve hayvanların cilt ve mukoza zarlarının yanı sıra toprak, kum ve 
su gibi çeşitli ortamlarda yaygın olarak bulunmaktadır. Şimdiye kadar tarif edilen 45 tür ve 21 
alt türün yalnızca yarısı insan örneklerinden kültürlenmiştir. S. aureus, cinsin klinik olarak en 
çok rastlanan türüdür, ancak Koagulaz Negatif Stafilokoklar (KNS), insan hastalığının 
etiyolojik ajanları olarak giderek daha fazla tanınmaktadır. KNS, tipik olarak immun sistemi 
baskılanmış hastaları ve implante tıbbi cihazlara sahip olanları etkileyen, hastane kaynaklı 
infeksiyonların ana nedeni olarak tanımlanmıştır. KNS patojenik potansiyelinin daha iyi 
anlaşılması için tür seviyelerinin belirlenmesi gerekmektedir. Bununla birlikte, S. aureus ve 
KNS'nin ortaya çıkan klinik önemi, alt türler düzeyinde de doğru tanımlama elde etmeyi 
zorunlu kılmaktadır. Tür seviyesindeki bakteriyel tipleme, özellikle antibiyotiğe dirençli 
organizmaların ve nozokomiyal veya pandemik infeksiyonlara dahil olanların, bakteriyel 
hastalıkların teşhisi, tedavisi ve epidemiyolojik sürveyansı için oldukça önemlidir. Tür 
tiplendirme, ayrıca bakteri popülasyonu dinamiklerini belirleme çalışmasında kullanılmaktadır. 
Son yirmi yılda, moleküler yöntemler, bakteriyel teşhis alanındaki fenotipik deneylerin aşamalı 
olarak yerini almıştır ve mevcut genotipleme yöntemleri, üç ana kategoriye ayrılmıştır:  
(1) bakterileri büyüklüğüne göre sınıflandıran DNA bantlama modeli bazlı yöntemler 
genomik DNA'nın amplifikasyonu ve/veya enzimatik sindirimi ile oluşturulan fragmanlar;  
(2) DNA dizilerinin polimorfizmini inceleyen DNA dizisine dayalı yöntemler;  
(3) Nükleotidik prob kullanan DNA hibridizasyonu bazlı yöntemler. 
Burada amaç, söz konusu yöntemlerin stafilokok tanısında uygulamalarını açıklamak ve 





2.6.1. Stafilokokların Moleküler İdentifikasyon Yöntemleri 
 
Stafilokokların tanımlanması ve filogenetik çalışması için birkaç polimeraz zincir 
reaksiyonu (PCR) sekanslama bazlı metot geliştirilmiştir. Bazı genler, örneğin, 16S rDNA 
(Gribaldo ve ark, 1997; Takahashi ve ark, 1997; Becker ve ark, 2004; Onni ve ark, 2011), hsp60  
(Goh ve ark, 1996; Kwokk ve ark, 1999; Barros ve ark, 2007; Santos ve ark, 2008; Onni ve ark, 
2012), sodA (Poyart ve ark, 2001; Sivadon ve  ark, 2005) , rpoB (Drancourt ve Raoult, 2002; 
Mellmann ve ark, 2006), tuf (Martineau ve ark, 2001; Kontos ve ark, 2003; Heikens ve ark, 
2005; Ghebremedhin ve ark, 2008; Bergeron ve ark, 2011; Hwang ve ark, 2011) , gap (Yugeros 
ve ark, 2000; Yugeros ve ark, 2001; Layer ve ark 2007; Ghebremedhin ve ark, 2008), dnaJ 
(Shah ve ark, 2007; Hauschild ve Stepanovic, 2008), nuc (Brakstad ve ark, 1992; Barski ve ark, 
1996; Hirotaki ve ark, 2011), ve 16S–23S bölge sekansı (Jensen ve ark, 1993; Forsman ve ark, 
1997; Saruta ve ark, 1997; Mendoza ve ark, 1998; Bes ve ark, 2000; Couto ve ark, 2001) 
moleküler hedefler olarak değerlendirilmiştir. Çok sayıda çalışma genotipleme yöntemlerinin 
fenotipik yöntemlerden üstün olduğunu göstermiştir. Bununla birlikte, bazı genlerin dizileri 
yakından ilişkili Staphylococcus türlerini ayırt etmek için yeterli değildir ve veritabanları 
sadece sınırlı sayıda türü içermektedir. Stafilokokkal tanımlama için kullanılan yöntemler 
Tablo 2'de özetlenmiştir. 
 
Tablo 2 Stafilokokkal tanımlama için kullanılan yöntemler 
Yöntem Olasılıklar Kaynaklar 
16S rDNA sekansı 16S rDNA’nın PCR-RFLP’si 
PCR ardından doğrudan sekanslama 
(Gribaldo ve ark,1997; Takahashi ve ark, 
1997; Becker ve ark, 2004; Onni ve ark, 
2011) 
Hsp60 gen sekansı PCR ardından doğrudan sekanslama 
Hsp60 geninin PCR-RFLP'si 
(Goh ve ark, 1996; Kwokk ve ark, 1999; 
Barros ve ark, 2007; Santos ve ark, 2008; 
Onni ve ark, 2012) 
sodA gen sekansı  PCR ardından doğrudan sekanslama (Poyart ve ark, 2001; Sivadon ve  ark, 
2005) 
Yöntem Olasılıklar Kaynaklar 
rpoB gen sekansı  PCR ardından doğrudan sekanslama (Drancourt ve Raoult, 2002; Mellmann ve 
ark, 2006) 
gap gen sekansı gap geninin PCR-RFLP'si 
Terminal kısıtlama fragman uzunluğu 
polimorfizmi (T-RFLP) 
PCR ardından doğrudan sekanslama 
(Ghebremedhin ve ark, 2008, Yugeros ve 
ark, 2000; Yugeros ve ark, 2001; Layer ve 
ark 2007) 
dnaJ gen sekansı dnaJ geninin PCR-RFLP'si 
PCR ve ardından doğrudan sekanslama 
(Shah ve ark, 2007; Hauschild ve 
Stepanovic, 2008) 
Internal transcribed  
spacer PCR (ITS-PCR)  
 
 
Korunmuş primerler ile tek PCR PCR-
RFLP 
(Jensen ve ark, 1993; Bes ve ark, 2000; 
Mendoza ve ark, 1998; Forsman ve ark, 
1997; Saruta vve ark, 1997; Couto ve ark, 
2001) 
nuc multiplex PCR  (Hirotaki ve ark, 2011; Brakstad ve ark, 
1992; Barski ve ark, 1996) 
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2.6.2. 16S rDNA Dizisine Dayalı Tür İdentifikasyonu 
 
Mikrobiyal organizmaların sınıflandırılması için bir araç olarak, korunmuş 
makromoleküllerin genlerinin karşılaştırmalı DNA dizisi analizi mikrobiyolojide yaygın hale 
gelmiştir. En yararlı taksonomik marker molekülleri ve en çok araştırılan, daha büyük rDNA'lar 
ve kodlama genleridir, özellikle 16S rDNA'lar ve daha az ölçüde 23S rDNA'lardır. Açık 
veritabanlarında mevcut olan 16S rDNA dizi verilerinin önemli miktarda olması, bu genin 
birçok çalışmada en çok tercih edilen seçenek olduğu anlamına gelmektedir. Bu genin varlığı 
Stafilokokların tanımlanması için geniş bir şekilde incelenmiştir (Gribaldo ve ark, 1997; 
Takahashi ve ark, 1997; Becker ve ark, 2004; Onni ve ark, 2011)ve bu cins içinde çok olağan 
bir gen olduğu için kullanılan dizilerin tüm alt türlerin ayırt edilmesi için yeterince spesifik 
olmadığı belirlenmiştir (Becker ve ark, 2004). Buna karşılık, 16S rDNA'nın 5′ ucunun hemen 
hemen her Stafilokok türünün tanımlanması için yeterli bilgi içerdiği tespit edilmiştir (Gribaldo 
ve ark, 1997). Mikroorganizmaların Ribozomal Farklılaşmasının (RIDOM) projesinin bir 
parçası olarak, 81 tipi için 16S rDNA'nın 5′ ucunun her iki şeridinin dizilmesiyle ve geçerli 
olarak tarif edilen tüm stafilokok alt türlerini içeren referans suşlarının oluşturulmasıyla yeni 
bir ribozomal gen dizisi veritabanı oluşturulmuştur (Becker ve ark, 2004). Bununla birlikte, 16S 
rDNA 5′ ucunun yeni belirlenmiş dizilerinin analizleri, hemen hemen tüm stafilokok türlerinin 
ve birkaç istisna dışında alt türlerin tanımlanması için uygun bilgiler içerdiğini ortaya 
konmuştur. Düşen maliyetlerle birlikte yüksek verimli dizilimin artan uygulanabilirliği, 16S 
rDNA diziliminin, bakteri tipleme alanında genel olarak biyokimyasal ve fenotipik işlemlere 
umut verici, hızlı bir alternatif olduğunu göstermektedir. 
 
 
2.6.3. tuf Gen Dizilerine Dayalı Tür İndetifiaksyonu 
 
Uzatma faktörü Tu (EF-Tu)'yu şifreleyen tuf geni, peptid zincir oluşumunda rol oynar ve 
bakteriyel genomun temel bir bileşenidir. Bu gerçek onu teşhis amaçlı bir seçim hedefi haline 
getirmektedir. Martineau ve arkadaşları (Martineau ve ark, 2001), S. aureus, S. epidermidis, S. 
haemolyticus, S. hominis ve S. saprophyticus'u hedef alan beş türe özgü prob ile kombinasyon 
halinde tuf bazlı bir PCR testi geliştirmiştir. En yaygın stafilokok patojenleri dahil olmak üzere 
11 farklı stafilokok türünden tuf geninin yayınlanan nükleotit sekansı temelinde, Kontos ve 
arkadaşları (Kontos ve ark, 2003), tuf geninin bir kısmı için (370 bp) PCR-RFLP 
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gerçekleştirmiş ve bu yöntemin söz konusu stafilokok türlerinin tanımlanması için güvenilir ve 
tekrarlanabilir olduğunu göstermiştir. Heikens ve meslektaşları (Heikens ve ark, 2005) 
tarafından elde edilen 16S rRNA ve tuf sekansı bazlı ilişkiler, daha önce yayınlanmış olan 
filogenetik ağaçlara (Heikens ve ark, 2005) uyum göstermiştir. Hem 16S rRNA'sından hem de 
tuf dizisinden elde edilen ağaçlar, S. sciuri'nin en uzak Staphylococcus türü olduğunu 
göstermektedir (Heikens ve ark, 2005). Ayrıca, tuf sekansından türetilmiş ağaç, S. warneri'nin, 
S. capitis’i içeren S. epidermidis grubu ile ilişkili olduğunu göstermektedir. tuf türevli veriler, 
16S rRNA türevli verilerden türiçi dizilerinde daha sık ayrışma göstermiştir. Görünüşe göre, 
16S rDNA geni, tuf geninden daha yüksek oranda korunmuştur. tuf sekanslarının ikili olarak 
karşılaştırılmasında, %92.6 benzerlik, 16S rDNA sekanslarında %95.9 benzerlikten daha düşük 
olduğu ortaya konmuştur (Heikens ve ark, 2005). Bu sonuçlar, yakından ilişkili Staphylococcus 
türlerinin farklılaşmasında, tuf’un, 16S rDNA geninden daha ayırt edici bir hedef gen teşkil 
ettiğini göstermektedir. Bu, dejenere olmayan oligonükleotit primerlerin kullanılabileceği 
gerçeğiyle birlikte, gerekli olan amplikonun (660 bp) küçük boyutundan gelen tuf sonuçlarının 
kullanımında ana ilgi noktasını temsil etmektedir; bu iki koşul diğer birçok hedef tarafından 
aynı anda gerçekleştirilememiştir (Bergeron ve ark, 2011). tuf geni böylece Staphylococcus 
türlerinin doğru tanımlanması için güvenilir bir moleküler araç olarak ortaya çıkmıştır (Heikens 























Araştırmamızda, Stafilokokkal mastitislerin tespiti amacıyla CMT yapılarak subklinik 
mastitisli olduğu belirlenen keçilerden toplanan 110 süt örneği soğuk zincir altında ADÜ 
Veteriner Fakültesi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı laboratuvarlarına getirilmiştir. İzolasyon 




3.1.2. Kullanılan Solüsyonlar, Besiyerleri, Ayıraçlar 
 
3.1.2.1. Gram boyama 
 





3.1.2.2.1. Blood agar (Merck® 1. 10886) 
 
Blood Agar     40 g 
Distile su     1000 ml  
 
Karışımın pH’sı 7.2–7.4’e ayarlanmış, onbeş dakika otoklav edildikten sonra, 50°C’ye 







3.1.2.2.2. Trypton soya agar (TSA) (Merck 105458)  
  
 
Trypton Soya Agar (TSA)    40 g 
Distile su      1000 ml  
 
Karışımın pH’sı 7.2±0.2 ayarlandı, ayarlanarak otoklavda 121ºC’de 15 dakika sterilize 
edildi. Otoklav sonrasında 45-50ºC'ye soğutulup petrilere döküldü.  
 
 
 3.1.2.3. Lam katalaz testi 
 
Besiyerlerinde üreyen birkaç  koloni seçilerek öze yardımıyla temiz bir lama alınıp, 
birkaç damla %3’lük H2O2 ile karıştırılmıştır. Katalaz enzimi bulunduran koloniler H2O2’yi su 
ve oksijene ayrıştırır, bunun sonucunda ortamdaki oksijen çıkışı kabarcık oluşumu ile 
gözlenmektedir (Winn ve ark, 2006).  




Resim 1.  Katalaz pozitif  ve katalaz negatif örnek görünümü 
 
 
3.1.2.4. Lam koagulaz testi 
  
Lam koagulaz testi için 10-15 µl tavşan plazmasına öze yardımıyla birkaç koloni eklenip 
karıştırıldı ve 10 saniye içerisinde bir çökelme olup olmadığı incelendi, çökelme olan örnekler 




Resim 2.  Lam koagulaz testinde pozitif ve negatif örnek görünümü 
 
 
3.1.2.5. BD Phoenix™ ID/AST broth ve AST indikatör 
  
TSA’da saflaştırılmış her bir örnek için 1 adet BD Phoenix™ AST broth (8 mL), 1 adet  
BD Phoenix AST broth (4.5 mL), 1 damla  BD Phoenix AST indicatorü kullanıldı.  
 
 






3.1.2.6.1. 50X TAE (Tris, Asetik Asit, EDTA) elektroforez solüsyonu (Thermo Fisher 
Scientific®) 
1X TAE Kullanma Solüsyonu 
Tris Base     40 mM 
Asetik Asit     20 mM 
EDTA     1 mM 
1X TAE Kullanma Solüsyonu Hazırlanışı 
50X TAE     10 ml 
Distile su     490 ml 
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3.1.2.6.2. 6X DNA loading dye (Thermo Fisher Scientific®)  
 
Tris-HCl 10 mM, bromfenol mavisi %0,003, xylen cyanol FF % 0,03, gliserol %60, 
EDTA 60 mM . 
 
 
3.1.3. BD Phoenix™ M50 otomatize identifikasyon sistemi 
 
BD Phoenix, son jenerasyon kültür ve antibiyogram sistemidir.  Bu çalışmada TSA’da 
üreyen saf kolonilerin antibiyogramlarının ve identifikasyonlarının yapılması için BD 
Phoenix™ M50 otomatize identifikasyon sistemi cihazına yüklendi ve sonuçları kaydedildi. 
 
 
3.1.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) 
 
3.1.4.1. DNA ekstraksiyonu 
  
DNA ekstrasiyonu Thermo Scientific™ Genomic DNA Purification ekstraksiyon kiti 
kullanılarak üretici firmanın önerdiği şekilde yapıldı. 
 
 
3.1.4.2. ExPrime taq premix (2X) (GeNet Bio®) 
 
ExPrime Taq DNA Polymerase 1 ünite/10 μl, 2X reaksiyon buffer, 4 mM MgCl2, her 














Tablo 3. Stafilokok izolatlarının genotiplendirilmesinde kullanılan primerler 
Gen             Primer Seti Sekansı (5’/3’)                       Ürün 
(bp) 
Kaynaklar 
16S rRNA AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 
CCGTCAATTCMTTTRAGTTT 







Kalorey ve ark, 2007 
nuc GCGATTGATGGTGATACGGTT 
AGCCAAGCCTTGACGAACTAAAGC 
279 Brakstad ve ark, 1992 
tuf GCCAGTTGAGGACGTATTCT 
CCATTTCAGTACCTTCTGGTAA 
412 Hwang ve ark, 2011 
PVL ATCATTAGGTAAAATGTCTGGACATGATCCA 
GCATCAASTGTATTGGATAGCAAAAGC 
433 (Elsayed ve ark, 
2015) 
CLFA GGC TTC AGT GCT TGT AGG 
TTT TCA GGG TCA ATA TAA GC 




















Enterotoxin A TTGGAAACGGTTAAAACGAA 
GAACCTTCCCATCAAAAACA 
120 (Johnson ve ark, 
1991; Cunha ve ark, 
2006) 
Enterotoxin B TCGCATCAAACTGACAAACG 
GCAGGTACTCTATAAGTGCC 
478 (Johnson ve ark, 






257 (Johnson ve ark, 
1991; Cunha ve ark, 
2006) 
Enterotoxin D CTAGTTTGGTAATATCTCCT 
TAATGCTATATCTTATAGGG 
317 (Johnson ve ark, 




170 (Johnson ve ark, 1991; 













Tablo 3. Devamı 
Enterotoxin H CAATCACATCATATGCGAAAGCAG 
CATCTACCCAAACATTAGCACC 
375 (Johnson ve ark, 







350 (Johnson ve ark, 




















796  (Clark ve 
ark, 1993) 
 
3.1.4.4. Agaroz jel  
 
Agaroz jel hazırlanmasında (Biomax®) marka agaroz kullanıldı. 
 
 
3.1.4.5. Marker  
 




3.1.4.6. Ethidium Bromür (AppliChem®)  
 
Görüntüleme için jelin boyanmasında elektroforez işleminden önce % 1’ lik Ethidium 






3.1.4.7. PCR Ürünü Saflaştırılması  
 
PCR sonrası elde edilen ürünlerin saflaştırılması işleminde ExoSAP (GML®) 
kullanıldı.  
 
3.1.4.8. Sekans PCR Ürünü Saflaştırılması 
 
Sekans PCR işleminden elde edilen ürünlerin saflaştırılmasında Sephadex (GML®) 




3.1.4.9. Kullanılan Cihazlar 
 
3.1.4.9.1. Santrifüj Cihazı  
 




3.1.4.9.2. Termal Döngüleme Cihazı  
 
PCR işlemleri için  96 örnek kapasiteli Applied Biosystems SimpliAmp™ PCR System 
thermal cycler (ABD) 96 örnek kapasiteli termal döngüleme cihazı kullanılarak yapıldı.  
 
 
3.1.4.9.3. Elektroforez Cihazı  
 
Biorad® marka elektroforez tankı kullanıldı, güç kaynağı olarak Thermo Fisher 







3.1.4.9.4. Görüntüleme Cihazı  
 
Vilber Lourmat® Infinitiy VX2 1100 marka görüntüleme cihazı kullanıldı.  
 
 
3.1.4.9.5. Saflaştırılmış PCR Ürünü Ölçüm Cihazı  
 
PCR ürünlerinin saflaştırma işleminden sonra DNA miktarlarının ölçülmesi amacıyla 
Nanodrop (MAESTROGEN®) marka spektofotometrik cihaz kullanıldı.  
 
3.1.4.9.6. DNA Sekans Cihazı 
 
Saflaştırılan sekans PCR ürünlerinin DNA sekans analizleri için Genetic Analyzer 310 







Aydın ilinde yer alan, keçi yetiştiriciliği yapan çiftliklerden 2019 Eylül ve 2020 Şubat 
ayları arasında araştırmanın materyalini California Mastitis Testi ile subklinik mastitis teşhisi 
konulan hayvanlardan alınan sütler oluşturmaktadır. Süt numuneleri alınırken meme başları 
%70’lik alkolle temizlendikten sonra ilk 2 sağım süt başka bir kaba sağıldı daha sonra süt 
numunesi steril tüplere 10 ml olacak şekilde örnekleme tamamlandı. Numunelerin alındığı 
hayvanlar sağım döneminde ve son 1 ayda antimikrobiyel tedavi yapılmamış, en az bir doğum 
yapmış kıl keçilerinden oluşmaktadır. Alınan numuneler soğuk zincir altında Adnan Menderes 
Üniversitesi Veteriner Fakültesi Mikrobiyoloji Anabilimdalı Laboratuvarına getirildi. 








3.2.2. Stafilokok İzolasyonu 
 
Anabilim dalımızın laboratuvarına getirilen subklinik mastitisli süt örnekleri oda ısısına 
getirilerek vortekslenmiştir. Süt örnekleri kanlı agar agara ekilerek 37°C de 24 saat inkubasyona 
bırakılmıştır. İnkubasyon sonucunda agarda oluşan kolonilerin üremeleri, morfolojileri ve 
saflık dereceleri kontrol edildi. Saf kültürler Gram boyama metodu ile boyandı. Gram pozitif 
koklara katalaz testi uygulandı ve katalaz pozitif olan suşlar koagulaz testine tabii tutuldu. 
Koagulaz testi sonucunda izolatlar Koagulaz pozitif ve Koagulaz Negatif olarak iki grup altında 
kayıt altına alındı. Bu izolatlar Triptik Soy Agar petrilerine pasajlanarak 37°C de 18 saat 




3.2.3. Gram Boyama 
 
Kanlı agarda  üreyen koloniler Gram boyama tekniği ile boyandı. Temiz bir lam üzerine 
fizyolojik tuzlu su damlatılarak morfolojik olarak Staphylococcus sp. kolonilerine benzeyen 
koloniler alınarak lamda homojenize edildi. Hazırlanan lam oda ısısında kurutuldu ardından 
ateşte fikze edildikten sonra 2 dakika kristal viyole çözeltisi ile muamele edildi, sonrasında 
distile su ile lam yıkandı. Preparatın üzerine lugol çözeltisi eklenerek kaplandı ve 1 dakika 
bekletildi. Preparat distile su ile yıkandı. Preparatın üzerine %95’lik etanol karışımı eklenerek 
10-15 saniye beklendi. Preparat distile suyla yıkandı. Ardından preparatın üzerine sulu fuksin 
çözeltisi eklendi ve 30 saniye beklendi. Son olarak preparat bol distile su ile yıkandı. Preparat 
kurutma kâğıdı ile kurutuldu. Işık mikroskobunda 100’lük büyütmeyle incelendi. Mor renkte 
görülen mikroorganizmalar (Gram (+)),  katalaz testine tabi tutuldu katalaz pozitif görülen 
koklara koagulaz testi de uygulanarak Stafilokokların konvansiyonel idenfifikasyonu 
yapıldıktan sonra BD Phoenix™ cihazında bakteriyel identifikasyon ve antibiyogram  
yapılması için kaydedildi. 
 
 
3.2.4. Otomatize İdentifikasyon Cihazına Yükleme 
 
Gram boyama yapıldıktan sonra mikroskop altında Gram pozitif kok olarak görülen 
koloniler Tryptic Soy agara saflaştırılma amacıyla pasajlandı. TSA’ya ekilen koloniler  37°C 
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etüvde 24 saat inkubasyona bırakıldı. İnkubasyon sonucunda TSA’da oluşan saf kolonilerin BD 




3.2.5. Bakteriyel İzolatların BD Phoenix™ ile İdentifikasyonu 
 
Bu yöntem seçilmiş antimikrobiyal ajanları içeren birçok aerobik ve fakültatif anaerobik 
Gram pozitif ve negatif bakterinin hızlı tanımlanması ve duyarlılık testi için kullanılmakatadır. 
Gram boyama işlemi yapıldıktan sonra mikroskop altında Gram pozitif kok olarak görülen 
koloniler Tryptic Soy agara saflaştırılma amacıyla ekildi. TSA’ya ekilen koloniler  37°C etüvde 
24 saat inkubasyona bırakıldı. İnkubasyon sonucunda TSA’da oluşan saf kolonilerin BD 
Phoneix™ 50 otomatize identifikasyon cihazına yüklenerek identifikasyon ve antibiyogramları 
yapıldı. 
Triyptic soy agarda saflaştırılmış 24 saatlik taze kültürler cam tüplerde hazır bulunan 
ID broth ile McFarland 0.5 koloni yoğunluğuna göre süspansiyon hazırlandı. Gram pozitif 
bakteriyel izolatlar için BD Phoenix PMIC/ID87 panel kiti kullanıldı. Her bir örnek için ayrı 
ayrı hazırlanmış olan ID Broth süspansiyon tüpleri ve her örnek için ayrı paneller kullanılarak 
bakteri teşhisi için cihaza yerleştirildi. Cihazdan elde edilen biyokimyasal identifikasyon 
verileri değerlendirmeye alındı. 
 
 
3.2.6. BD Phoenix™ ile Teşhis Edilen Bakteriyel Türlerin Antibiyotik Duyarlılığının 
Belirlenmesi 
 
Otomatize cihaz ile bakteriyel identifikasyonu yapılan izolatların BD Phoenix™ 
PMIC/ID87 kiti kullanılarak antibiyotik duyarlılık testleri yapıldı. Triyptic soy agarda 
saflaştırılmış 24 saatlik taze kültürler cam tüplerde hazır bulunan AST Broth ile McFarland 0.5 
koloni yoğunluğuna göre süspansiyon hazırlandı. Minimal İnhibitör Konsantrasyon değerleri 










Fosfomisin w/G6P  
Fusidik Asit  














Vankomisin, antibiyotikleri kullanılmıştır. Bu antibiyotik türleri BD Phoenix™ 
kitlerinin paketleri içerisinde Gram pozitif (PMIC/ID87) bakteri teşhisi ve antibiyotik 
duyarlılıkları için panellerde mevcut bulunmaktadır. Bakteri süspansiyonlarını içeren paneller 
cihaza yerleştirilip bakteri teşhisi yapıldığı gibi antibiyogramlarının tespiti de yapılıp elektronik 
sistem üzerinden duyarlılık sonuçları alınmıştır. 
 
 
3.3.  DNA Ekstraksiyonu 
 
Staphylococcus sp. olarak identifiye edilen izolatlardan PCR’da kullanılmak üzere total 
DNA ekstraksiyonu, Thermo Scientific™ Genomic DNA Purification  ekstraksiyon kiti 
kullanılarak üretici firmanın önerdiği şekilde aşağıda belirtildiği gibi gerçekleştirilmiştir. 
Thermo Scientific™ Genomic DNA Purification Kit Prosedürü: 
Bir öze dolusu koloni steril ependorf tüpleri içerisinde 400 µl lizis solüsyonu ile 
süspanse edilip, 65°C’de 5 dk inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyonun ardından süspansiyona 
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600 µl kloroform eklenip, 10.000 rpm’de 2 dk  santrifüj edildikten sonra üstte bulunan 
süpernatant atılmıştır. Ependorfta kalan pelet üzerine 800 µl presipitasyon solusyonu ilave 
edilerek oda sıcaklığında (21±1°C) 1-2 dakika karıştırma işleminden sonra 10.000 rpm’de 2 
dakika santrifüj (Hettich, Mikro 200R, Almanya) edilmiştir. Santrifüjün ardından DNA içeren 
pelet 1,2 M NaCl solüsyonunda çözdürülmüş ve üzerine 300 µl etanol eklendikten sonra 10 
dakika -20°C’de bekletilmiştir. Bekleme süresi bitiminde 10.000 rpm’de 3 dakika santrifüj 
işlemi uygulanmış ve sonrasında %70’lik etanol ile yıkama işlemi yapılmıştır. Son olarak 
ependorf içerisindeki DNA içeriği 100 µl steril distile suda çözdürülmüştür.  
 
 
3.4. Staphylococcus sp. İzolatlarının PCR ile Virulens Genlerinin Tespiti 
 
3.4.1. 16S rRNA Geninin PCR yöntemi ile tespiti 
 
Tablo 4. 16S rRNA geni için kullanılan primer (Hwang ve ark, 2011) 







527 Hwang ve ark, 
2011 
 
16S rRNA geninin araştırılması için hazırlanan primer miksin karışım oranları Hwang 
ve arkadaşlarının 2011 yılında yapmış olduğu çalışmada belirtildiği şekilde oluşturulmuştur. 
Primer miksi hazırlanırken, 100 pmol olarak bulunan 16S rRNA forward ve reverse primerleri 
sulandırılıp 10 pmol yoğunluğuna getirildi. 16S rRNA primerine spesifik ürünlerin aranması 
amacıyla yapılan PCR reaksiyonlarında PCR amplifikasyonu bir örnek için toplam 25 µl 
hacimde mastermiks hazırlanarak gerçekleştirildi. Hazırlanmış olan mastermiksler her bir 
örnek için ayrı pcr tüplerine 21 µl aktarıldı.  Her bir örnek DNA’sı ilgili tüplere 4’er µl eklendi. 
Tüpler daha sonra Applied Biosystems SimpliAmp™ PCR System thermal cycler (ABD) 
cihazına yüklendi. Mastermiks hazırlanmasında kullanılanmış olduğumuz malzemeler ve 







Tablo 5. 16S rRNA  geni için mastermiks hazırlama oranları 
Malzeme (Ticari) Kullanılan Hacim Master Mix 
GeNetBio ExPrime Taq Premix (2X) G-5000 12,5 µl 
MgCl2 (50 mM) 0,75 µl 
Forward Primermiks (10 pmol) 1 µl 
Reverse Primermiks (10 pmol) 1 µl 
Kalıp DNA 4 µl 
ddH2O 5,75 µl 
TOPLAM 25 µl 
 
Bu amplifikasyon işlemine ait ısıl döngü ve süre diyagramı (Tablo 6) belirtilmiştir. 
İşlem sonunda elde edilen amplikonlar agaroz jel elektroforez aşamasına kadar 4˚C’de 
muhafaza edildi. 
 
Tablo 6. 16S rRNA geni PCR işlemlerine ait ısıl döngü ve süre diyagramı (Hwang ve ark, 2011) 
Basamak Sıcaklık Süresi Döngü Sayısı 
Başlangıç Denatürasyon 94°C 4 dk 1 
Denatürasyon 94°C 30 sn  
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Bağlanma 57.5°C 30 sn 
Uzama 72°C 40 sn 
Son Uzama 70°C 10 dk 1 
Bekletme 4°C ∞ dk 1 
 
16S rRNA geni araştırılması için uygulanan PCR işlemi ısıl döngüleri Hwang ve 
arkadaşlarının (2011) yaptığı çalışmada belirttiği şekilde gerçekleştirilmiştir. 
 
 
3.4.2. nuc Geninin PCR Yöntemi ile Tespiti 
 
Tablo 7. nuc geni için kullanılan primer (Brakstad ve ark, 1992) 










nuc geninin araştırılması için hazırlanan primer miksin karışım oranları Brakstad ve 
arkadaşlarının 1992 yılında yapmış olduğu çalışmada belirtildiği şekilde oluşturulmuştur. 
Primer miksi hazırlanırken, 100 pmol olarak bulunan nuc forward ve reverse primerleri 
sulandırılıp 10 pmol yoğunluğuna getirildi. nuc primerine spesifik ürünlerin aranması amacıyla 
yapılan PCR reaksiyonlarında PCR amplifikasyonu bir örnek için toplam 25 µl hacimde 
mastermiks hazırlanarak gerçekleştirildi. Hazırlanmış olan mastermiksler her bir örnek için ayrı 
pcr tüplerine 21 µl aktarıldı.  Her bir örnek DNA’sı ilgili tüplere 4’er µl eklendi. Tüpler daha 
sonra gene cihazına yüklendi. Mastermiks hazırlanmasında kullanılanmış olduğumuz 
malzemeler ve hacimleri Tablo 8’de belirtilmiştir. 
 
Tablo 8. nuc geni için mastermiks hazırlama oranları (Brakstad ve ark, 1992) 
Malzeme (Ticari) Kullanılan Hacim Master Mix 
GeNetBio ExPrime Taq Premix (2X) G-5000 12,5 µl 
MgCl2 (50 mM) 0,75 µl 
Forward Primermiks (10 pmol) 1 µl 
Reverse Primermiks (10 pmol) 1 µl 
Kalıp DNA 4 µl 
ddH2O 5,75 µl 
TOPLAM 25 µl 
 
Bu amplifikasyon işlemine ait ısıl döngü ve süre diyagramı Tablo 9’da belirtilmiştir. 
İşlem sonunda elde edilen amplikonlar agaroz jel elektroforez aşamasına kadar 4˚C’de 
muhafaza edildi. 
 
Tablo 9. nuc geni PCR işlemlerine ait ısıl döngü ve süre diyagramı (Brakstad ve ark, 1992) 
Basamak Sıcaklık Süresi Döngü Sayısı 
Başlangıç Denatürasyon 94°C 4 dk 1 




Bağlanma 57.5°C 30 sn 
Uzama 72°C 40 sn 
Son Uzama 70°C 10 dk 1 
Bekletme 4°C ∞ dk 1 
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nuc geni araştırılması için uygulanan PCR işlemi ısıl döngüleri Brakstad ve 
arkadaşlarının (1992) belirttiği şekilde gerçekleştirilmiştir.  
 
3.4.3. coa Geninin PCR Yöntemi ile Tespiti 
 
Tablo 10. coa geni için kullanılan primer (Kalorey ve ark, 2007) 
PCR Gen       Primer Seti Sekansı (5’/3’) Ürün (bp) Kaynaklar 
Konvansiyonel 
 




Kalorey ve ark, 
2007 
 
coa geninin araştırılması için hazırlanan primer miksin karışım oranları Kalorey ve 
aradaşlarının 2007 yılında yapmış olduğu çalışmada belirtildiği şekilde oluşturulmuştur. Primer 
miksi hazırlanırken, 100 pmol olarak bulunan coa  forward ve reverse primerleri forward ve 
reverse olarak sulandırılıp 10 pmol yoğunluğuna getirildi. coa primerine spesifik ürünlerin 
aranması amacıyla yapılan PCR reaksiyonlarında PCR amplifikasyonu bir örnek için toplam 
25 µl hacimde mastermiks hazırlanarak gerçekleştirildi. Hazırlanmış olan mastermiksler her bir 
örnek için ayrı pcr tüplerine 22 µl aktarıldı.  Her bir örnek DNA’sı ilgili tüplere 3’er µl eklendi. 
Tüpler daha sonra Applied Biosystems SimpliAmp™ PCR System thermal cycler  (ABD) 
cihazına yüklendi. Mastermiks hazırlanmasında kullanılanmış olduğumuz malzemeler ve 
hacimleri Tablo 11’de  belirtilmiştir. 
 
Tablo 11. coa geni için mastermiks hazırlama oranları 
Malzeme (Ticari) Kullanılan Hacim Master Mix 
GeNetBio ExPrime Taq Premix (2X) G-5000 12,5 µl 
MgCl2 (50 mM) 1,5 µl 
Forward Primermiks (10 pmol) 1 µl 
Reverse Primermiks (10 pmol) 1 µl 
Kalıp DNA 3 µl 
ddH2O 6 µl 




Bu amplifikasyon işlemine ait ısıl döngü ve süre diyagramı Tablo 12’de belirtilmiştir. 
İşlem sonunda elde edilen amplikonlar agaroz jel elektroforez aşamasına kadar 4˚C’de 
muhafaza edildi. 
 
Tablo 12. coa geni PCR işlemlerine ait ısıl döngü ve süre diyagramı (Kalorey ve ark, 2007) 
Basamak Sıcaklık Süresi Döngü Sayısı 
Başlangıç Denatürasyon 95°C 2 dk 1 
Denatürasyon 95°C 30 sn  
30 
 
Bağlanma 58°C 2 sn 
Uzama 72°C 4 dk 
Son Uzama 72°C 4 dk 1 
Bekletme 4°C ∞ dk 1 
 
coa geni araştırılması için uygulanan PCR işlemi ısıl döngüleri PCR Kalorey ve 
arkadaşlarının 2007 yılında belirttiği şekilde gerçekleştirilmiştir.  
 
 
3.4.4. tuf Geninin PCR Yöntemi ile Tespiti 
 
Tablo 13. tuf geni için kullanılan primer (Hwang ve ark, 2011) 





412 Hwang ve ark, 
2011 
 
tuf geninin araştırılması için hazırlanan primer miksin karışım oranları Hwang ve 
arkadaşlarının 2011 yılında yapmış olduğu çalışmada belirtildiği şekilde oluşturulmuştur. 
Primer miksi hazırlanırken, 100 pmol olarak bulunan tuf  forward ve reverse primerleri forward 
ve reverse olarak sulandırılıp 10 pmol yoğunluğuna getirildi. tuf primerine spesifik ürünlerin 
aranması amacıyla yapılan PCR reaksiyonlarında PCR amplifikasyonu bir örnek için toplam 
25 µl hacimde mastermiks hazırlanarak gerçekleştirildi. Hazırlanmış olan mastermiksler her bir 
örnek için ayrı pcr tüplerine 22 µl aktarıldı.  Her bir örnek DNA’sı ilgili tüplere 3’er µl eklendi. 
Tüpler daha sonra Applied Biosystems SimpliAmp™ PCR System thermal cycler  (ABD) 
cihazına yüklendi. Mastermiks hazırlanmasında kullanılanmış olduğumuz malzemeler ve 
hacimleri Tablo 14’de belirtilmiştir. 
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Tablo 14. tuf geni için mastermiks hazırlama oranları 
Malzeme (Ticari) Kullanılan Hacim Master Mix 
GeNetBio ExPrime Taq Premix (2X) G-5000 12,5 µl 
MgCl2 (50 mM) 1,5 µl 
Forward Primermiks (10 pmol) 1 µl 
Reverse Primermiks (10 pmol) 1 µl 
Kalıp DNA 3 µl 
ddH2O 6 µl 
TOPLAM 25 µl 
 
Bu amplifikasyon işlemine ait ısıl döngü ve süre diyagramı Tablo 15’de belirtilmiştir. 
İşlem sonunda elde edilen amplikonlar agaroz jel elektroforez aşamasına kadar 4˚C’de 
muhafaza edildi. 
 
Tablo 15. tuf geni PCR işlemlerine ait ısıl döngü ve süre diyagramı (Hwang ve ark, 2011) 
Basamak Sıcaklık Süresi Döngü Sayısı 
Başlangıç Denatürasyon 95°C 15 dk 1 
Denatürasyon 95°C 30 sn  
35 
 
Bağlanma 56°C 30 sn 
Uzama 72°C 45 sn 
Son Uzama 72°C 10 dk 1 
Bekletme 4°C ∞ dk 1 
 
tuf geni araştırılması için uygulanan PCR işlemi ısıl döngüleri PCR Hwang ve 
arkadaşlarının 2011 yılında belirttiği şekilde gerçekleştirilmiştir.  
 
 
3.5. Staphylococcus sp. Türlerinin Enterotoksin Genlerinin Tespiti 
 
Araştırmamızda Staphylococcus sp. olarak identifiye edilmiş mikroorganizmalar 
tarafından üretilen enterotoksinlerin sentezinden sorumlu olan sea, seb, sec, sed, see, seg, seh, 
genlerinin varlığı araştırıldı. Staphylococcus sp. olarak tanımlandığımız suşların, enterotoksin 
genlerinin tespiti Johnson ve ark. (1991) ile Cunha ve arkadaşlarının (2006) yapmış olduğu 
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çalışma dizayn edilerek set 1 (Enterotoksin A-B-C-D-E) multipleks PCR yöntemi ile 
Enterotoksin G v H konvansiyonel PCR yöntemi ile yapıldı. Kullanılan primerler Tablo 16’da 
belirtilmiştir. 
 
Tablo 16.  Enterotoksin A-B-C-D-E-G-H geni için kullanılan primerler (Johnson ve ark, 1991; 
Cunha ve ark, 2006) 
 
Gen          Primer Seti Sekansı (5’/3’)         bp Kaynaklar 
 
Enterotoksin A TTGGAAACGGTTAAAACGAA 
GAACCTTCCCATCAAAAACA 
120 (Johnson ve ark, 
1991; Cunha ve 
ark, 2006) 
Enterotoksin B TCGCATCAAACTGACAAACG 
GCAGGTACTCTATAAGTGCC 
478 (Johnson ve ark, 






 257 (Johnson ve ark, 
1991; Cunha ve 
ark, 2006) 
Enterotoksin D CTAGTTTGGTAATATCTCCT 
TAATGCTATATCTTATAGGG 
 317 (Johnson ve ark, 




170 (Johnson ve ark, 











(Johnson ve ark, 
1991; Cunha ve 
ark, 2006) 
Enterotoksin H CAATCACATCATATGCGAAAGCAG 
CATCTACCCAAACATTAGCACC 
 375 (Johnson ve ark, 
1991; Cunha ve 
ark, 2006) 
 
Enterotoksin A-B-C-D-E-G-H geninin araştırılması için hazırlanan primer miksin 
karışım oranları Johnson ve arkadaşlarının 1991 yılında yaptığı çalışma ile Cunha ve 
arkadaşlarının 2006 yılında yapmış olduğu çalışmada belirtildiği şekilde dizayn edilmiştir. 
Primer miksi hazırlanırken, 100 pmol olarak bulunan bulunan Enterotoksin A-B-C-D-E 
forward ve reverse primerleri forward ve reverse olarak sulandırılıp 10 pmol yoğunluğuna 
getirildi. Enterotoksin G ve H primerleri forward ve reverse olarak sulandırılıp 20 pmol 
yoğunluğuna getirildi ve primer miksleri hazırlandı Enterotoksin A-B-C-D-E-G-H primerlerine 
spesifik ürünlerin aranması amacıyla yapılan PCR reaksiyonlarında PCR amplifikasyonu bir 
örnek için toplam 25 µl hacimde mastermiks hazırlanarak gerçekleştirildi. Hazırlanmış olan 
mastermiksler her bir örnek için ayrı PCR tüplerine 22 µl aktarıldı.  Her bir örnek DNA’sı ilgili 
tüplere 3’er µl eklendi. Tüpler daha sonra Applied Biosystems SimpliAmp™ PCR System 
thermal cycler  (ABD) cihazına yüklendi. Mastermiks hazırlanmasında kullanılanmış 
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olduğumuz malzemeler ve hacimleri Set I için Tablo 18’de Enterotoksin G ve H için Tablo 
19’da belirtilmiştir. 
Staphylococcus sp. Enterotoksin genleri için oluşturulan PCR seti (Set I) Tablo 17’de 
belirtilmiştir. 
 








Tablo 18.  Enterotoksin A-B-C-D-E ( Set I) genleri için mastermiks hazırlama oranları 
Malzeme (Ticari) Kullanılan Hacim Master Mix 
GeNetBio ExPrime Taq Premix (2X) G-5000 12,5 µl 
MgCl2 (50 mM) 0,75 µl 
Forward Primermiks (10 pmol) 1 µl 
Reverse Primermiks (10 pmol) 1 µl 
Kalıp DNA 3 µl 
ddH2O 4,75 µl 
TOPLAM 25 µl 
 
Tablo 19. Enterotoksin G ve H genleri için mastermiks hazırlama oranları 
Malzeme (Ticari) Kullanılan Hacim Master Mix 
GeNetBio ExPrime Taq Premix (2X) G-5000 12,5 µl 
MgCl2 (50 mM) 0,75 µl 
Forward Primermiks (20 pmol) 1 µl 
Reverse Primermiks (20 pmol) 1 µl 
Kalıp DNA 3 µl 
ddH2O 6,75 µl 




Bu amplifikasyon işlemine ait ısıl döngü ve süre diyagramları Set I için Tablo20’de 
Enterotoksin G ve H için tablo 21’de belirtilmiştir. İşlem sonunda elde edilen amplikonlar 
agaroz jel elektroforez aşamasına kadar 4˚C’de muhafaza edildi. 
 
 
Tablo 20. Enterotoksin A-B-C-D-E (Set I)  genleri PCR işlemlerine ait ısıl döngü ve süre 
diyagramı (Johnson ve ark, 1991; Cunha ve ark, 2006) 
 
Basamak Sıcaklık Süresi Döngü Sayısı 
Başlangıç Denatürasyon 94°C 5 dk 1 
Denatürasyon 94°C 2 dk  
35 
 
Bağlanma 57°C 2 dk 
Uzama 72°C 1 dk 
Son Uzama 72°C 7 dk 1 
Bekletme 4°C ∞ dk 1 
 
 
Tablo 21. Enterotoksin G ve H  genleri PCR işlemlerine ait ısıl döngü ve süre diyagramı 
(Johnson ve ark, 1991; Cunha ve ark, 2006) 
 
Basamak Sıcaklık Süresi Döngü Sayısı 
Başlangıç Denatürasyon 95°C 5 dk 1 
Denatürasyon 95°C 30 sn  
35 
 
Bağlanma 57°C 30 sn 
Uzama 72°C 1,5 dk 
Son Uzama 72°C 5 dk 1 
Bekletme 4°C ∞ dk 1 
 
Enterotoksin A-B-C-D-E-G-H genlerinin araştırılması için uygulanan multipleks ve 
konvansiyonel PCR işlemi ısıl döngüleri Johnson ve arkadaşlarının 1991 yılında belirttiği 






3.6. Staphylococcus sp. İzolatlarında Toksik Şok Sendrom Toksin Geninin Varlığının 
Belirlenmesi 
Tablo 22. TSSTgeni için kullanılan primer (Johnson ve ark 1991; Cunha ve ark 2006) 





350 Johnson ve ark 
1991; Cunha ve 
ark, 2006 
 
TSST geninin araştırılması için hazırlanan primer miksin karışım oranları Johnson ve 
arkadaşlarının 1991 yılında yapmış olduğu çalışmada belirtildiği şekilde oluşturulmuştur. 
Primer miksi hazırlanırken, 100 pmol olarak bulunan tsst forward ve reverse primerleri forward 
ve reverse olarak sulandırılıp 50 pmol yoğunluğuna getirildi. tsst primerine spesifik ürünlerin 
aranması amacıyla yapılan PCR reaksiyonlarında PCR amplifikasyonu bir örnek için toplam 
25 µl hacimde mastermiks hazırlanarak gerçekleştirildi. Hazırlanmış olan mastermiksler her bir 
örnek için ayrı pcr tüplerine 20 µl aktarıldı.  Her bir örnek DNA’sı ilgili tüplere 5’er µl eklendi. 
Tüpler daha sonra Applied Biosystems SimpliAmp™ PCR System thermal cycler  (ABD) 
cihazına yüklendi. Mastermiks hazırlanmasında kullanılanmış olduğumuz malzemeler ve 
hacimleri Tablo 23’de belirtilmiştir. 
 
Tablo 23. TSST geni için mastermiks hazırlama oranları 
 
Malzeme (Ticari) Kullanılan Hacim Master Mix 
GeNetBio ExPrime Taq Premix (2X) G-5000 12,5 µl 
MgCl2 (50 mM) 0,75 µl 
Forward Primermiks (10 pmol) 1 µl 
Reverse Primermiks (10 pmol) 1 µl 
Kalıp DNA 5 µl 
ddH2O 4,75 µl 
TOPLAM 25 µl 
 
Bu amplifikasyon işlemine ait ısıl döngü ve süre diyagramı Tablo 24’de belirtilmiştir. 





Tablo 24. TSST geni PCR işlemine ait ısıl döngü ve süre diyagramı  (Johnson ve ark 1991; 
Cunha ve ark 2006) 
 
Basamak Sıcaklık Süresi Döngü Sayısı 
Başlangıç Denatürasyon 94°C 5 dk 1 




Bağlanma 57°C 2 dk 
Uzama 72°C 1 dk 
Son Uzama 72°C 7 dk 1 
Bekletme 4°C ∞ dk 1 
 
TSST geni araştırılması için uygulanan PCR işlemi ısıl döngüleri Johnson ve 
arkadaşlarının 1991 yılında yaptığı çalışma ile Cunha ve arkadaşlarının 2006 yılında yaptığı 
çalışmada belirttiği şekilde gerçekleştirilmiştir.  
 
3.7. Staphylococcus sp. İzolatlarının PVL, CLFA, Hla, Hlb, Ý-hlg, BAP Virulens 
Genlerinin Belirlenmesi 
 
Stafilokok suşlarının virulens genlerinin belirlenmesi amacıyla PVL, CLFA, Hla, Hlb 
Ý-hlg genleri ve BAP proteinine spesifik primerler kullanılarak multipleks PCR işlemi yapıldı.  
Multipleks PCR işleminde kullanılan primerler (Tablo 25) gösterilmiştir. 
 
Tablo 25. Stafilokok izolatlarının virulens genlerinin belirlenmesinde kullanılan primerler 
(Elsayed ve ark, 2015; Moore ve Lindsay, 2001; Vancraeynest ve ark, 2004) 
Gen Primer Seti Sekansı (5’/3’)  (bp) Literatür 
PVL ATCATTAGGTAAAATGTCTGGACATGATCCA 
GCATCAASTGTATTGGATAGCAAAAGC 
433 (Elsayed ve 
ark, 2015) 
CLFA GGC TTC AGT GCT TGT AGG 
TTT TCA GGG TCA ATA TAA GC 
























PVL, CLFA, Hla, Hlb Ý-hlg, BAP genlerinin araştırılması için hazırlanan primer miksin 
karışım oranları Elsayed ve arkadaşlarının 2015 yılında yapmış olduğu çalışmada belirtildiği 
şekilde oluşturulmuştur. Primer miksi hazırlanırken, 100 pmol olarak bulunan PVL, CLFA, 
Hla, Hlb Ý-hlg, BAP forward ve reverse primerleri forward ve reverse olarak sulandırılıp 50 
pmol yoğunluğuna getirildi. PVL, CLFA, Hla, Hlb Ý-hlg, BAP primerine spesifik ürünlerin 
aranması amacıyla yapılan PCR reaksiyonlarında PCR amplifikasyonu bir örnek için toplam 
25 µl hacimde mastermiks hazırlanarak gerçekleştirildi. Hazırlanmış olan mastermiksler her bir 
örnek için ayrı pcr tüplerine 23 µl aktarıldı.  Her bir örnek DNA’sı ilgili tüplere 2’er µl eklendi. 
Tüpler daha sonra Applied Biosystems SimpliAmp™ PCR System thermal cycler  (ABD) 
cihazına yüklendi. Mastermiks hazırlanmasında kullanılanmış olduğumuz malzemeler ve 
hacimleri Tablo 26’da belirtilmiştir. 
 
Tablo 26.  PVL, CLFA, Hla, Hlb Ý-hlg, BAP genleri için mastermiks hazırlama oranları 
Malzeme (Ticari) Kullanılan Hacim Master Mix 
GeNetBio ExPrime Taq Premix (2X) G-5000 12,5 µl 
MgCl2 (50 mM) 1 µl 
Forward Primermiks (50 pmol) 1 µl 
Reverse Primermiks (50 pmol) 1 µl 
Kalıp DNA 2 µl 
ddH2O 7,5 µl 
TOPLAM 25 µl 
 
 
Bu amplifikasyon işlemine ait ısıl döngü ve süre diyagramı Tablo 27’de belirtilmiştir. 














Tablo 27. PVL, CLFA, Hla, Hlb Ý-hlg, BAP genlerinin multipleks PCR işlemine ait ısıl döngü 
ve süre diyagramı 
 
Basamak Sıcaklık Süresi Döngü Sayısı 
Başlangıç Denatürasyon 94°C 10 dk 1 
Denatürasyon 94°C 45 sn  
35 
 
Bağlanma 55°C 30 sn 
Uzama 72°C 30 sn 
Son Uzama 72°C 10 dk 1 
Bekletme 4°C ∞ dk 1 
 
 
3.8. Staphylococcus sp. İzolatlarının Antimikrobiyel Direnç Genlerinin Belirlenmesi 
 
Stafilokok izolatlarının antimikrobiyal direnç kodlayan genlerinden mecA saptanması 
PCR ile gerçekleştirilmiştir. PCR işleminde kullanılan antimikrobiyel direnç genleri primerleri 
ile uzama dereceleri (anneling-T) Tablo 28 ve Tablo 29’da gösterilmektedir. PCR protokolleri 
ilgili literatürlerde belirtilen şekillerde uygulanmıştır. 
 
 
3.8.1. Staphylococcus sp. İzolatlarının mecA Direnç Geninin Belirlenmesi 
 





Primer Seti Sekansı (5’/3’) Ürün (bp) 






527 (61) Poulsen ve ark, 
2003 
 
mecA geninin araştırılması için hazırlanan primer miksin karışım oranları Poulsen ve 
arkadaşları 2003 yılında yapmış olduğu çalışmada belirtildiği şekilde dizayn edilmiştir. Primer 
miksi hazırlanırken, 100 pmol olarak bulunan mecA forward ve reverse primerleri forward ve 
reverse olarak sulandırılıp 20 pmol yoğunluğuna getirildi. mecA primerine spesifik ürünlerin 
aranması amacıyla yapılan PCR reaksiyonlarında PCR amplifikasyonu bir örnek için toplam 
25 µl hacimde mastermiks hazırlanarak gerçekleştirildi. Hazırlanmış olan mastermiksler her bir 
örnek için ayrı pcr tüplerine 22 µl aktarıldı.  Her bir örnek DNA’sı ilgili tüplere 3’er µl eklendi. 
 54 
 
Tüpler daha sonra Applied Biosystems SimpliAmp™ PCR System thermal cycler cihazına 
(ABD) yüklendi. Mastermiks hazırlanmasında kullanılanmış olduğumuz malzemeler ve 
hacimleri Tablo 29’da belirtilmiştir. 
 
Tablo 29. mecA geni için mastermiks hazırlama oranları 
Malzeme (Ticari) Kullanılan Hacim Master Mix 
GeNetBio ExPrime Taq Premix (2X) G-5000 12,5 µl 
MgCl2 (50 mM) 0,75 µl 
Forward Primermiks (50 pmol) 1 µl 
Reverse Primermiks (50 pmol) 1 µl 
Kalıp DNA 3 µl 
ddH2O 6,75 µl 
TOPLAM 25 µl 
 
Bu amplifikasyon işlemine ait ısıl döngü ve süre diyagramı Tablo 30’da belirtilmiştir. 
İşlem sonunda elde edilen amplikonlar agaroz jel elektroforez aşamasına kadar 4˚C’de 
muhafaza edildi. 
 
Tablo 30.  mecA geni PCR işlemlerine ait ısıl döngü ve süre diyagramı (Poulsen ve ark, 2003) 
Basamak Sıcaklık Süresi Döngü Sayısı 
Başlangıç Denatürasyon 94°C 5 dk 1 
Denatürasyon 94°C 2 dk  
35 
 
Bağlanma 57°C 2 dk 
Uzama 72°C 1 dk 
Son Uzama 72°C 7 dk 1 
Bekletme 4°C ∞ dk 1 
 
 
3.8.2. Staphylococcus sp. Izolatlarının mecC Direnç Geninin Belirlenmesi 
 
Tablo 31. mecC direnç geninin belirlenmesinde kullanılan primerler (Cuny ve ark, 2011) 
Hedef Gen Primer 
İsmi 
Primer Seti Sekansı (5’/3’) Ürün (bp) ve 












mecC geninin araştırılması için hazırlanan primer miksin karışım oranları Cuny ve ark, 
2011 yılında yapmış olduğu çalışmada belirtildiği şekilde oluşturulmuştur. Primer miksi 
hazırlanırken, 100 pmol olarak bulunan mecC forward ve reverse primerleri forward ve reverse 
olarak sulandırılıp 50 pmol yoğunluğuna getirildi. mecC primerine spesifik ürünlerin aranması 
amacıyla yapılan PCR reaksiyonlarında PCR amplifikasyonu bir örnek için toplam 25 µl 
hacimde mastermiks hazırlanarak gerçekleştirildi. Hazırlanmış olan mastermiksler her bir 
örnek için ayrı pcr tüplerine 22 µl aktarıldı.  Her bir örnek DNA’sı ilgili tüplere 3’er µl eklendi. 
Tüpler daha sonra Applied Biosystems SimpliAmp™ PCR System thermal cycler cihazına 
(ABD) yüklendi. Mastermiks hazırlanmasında kullanılanmış olduğumuz malzemeler ve 
hacimleri (Tablo 32) de belirtilmiştir. 
 
Tablo 32. mecC geni için mastermiks hazırlama oranları 
Malzeme (Ticari) Kullanılan Hacim Master Mix 
GeNetBio ExPrime Taq Premix (2X) G-5000 12,5 µl 
MgCl2 (50 mM)  0,75 µl 
Forward Primermiks (50 pmol) 1 µl 
Reverse Primermiks (50 pmol) 1 µl 
Kalıp DNA 3 µl 
ddH2O 6,75 µl 
TOPLAM 25 µl 
 
Bu amplifikasyon işlemine ait ısıl döngü ve süre diyagramı Tablo 33’de belirtilmiştir. 
İşlem sonunda elde edilen amplikonlar agaroz jel elektroforez aşamasına kadar 4˚C’de 
muhafaza edildi. 
 
Tablo 33.  mecC geni PCR işlemlerine ait ısıl döngü ve süre diyagramı  
Basamak Sıcaklık Süresi Döngü Sayısı 
Başlangıç Denatürasyon 95°C 5 dk 1 




Bağlanma 50°C 1 dk 
Uzama 72°C 1 dk 
Son Uzama 72°C 7 dk 1 




mecC geni araştırılması için uygulanan PCR işlemi ısıl döngüleri Cuny ve arkadaşlarının 
2011 yılında belirttiği şekilde gerçekleştirilmiştir.  
 
 
3.9. Staphylococcus sp. İzolatlarının vanA-vanB-vanC Direnç Geninin Belirlenmesi 
 
Araştırmamızda Staphylococcus sp. olarak identifiye edilmiş mikroorganizmalar 
tarafından üretilen vankomisine direnç genlerinin sentezinden sorumlu olan vanA-vanB-vanC 
genlerinin varlığı araştırıldı. Staphylococcus sp. olarak tanımlandığımız suşların, vankomisine 
direnç genlerinin tespiti Clark ve arkadaşları  (1993) tarafından önerilen yöntem baz alınarak 
multipleks PCR yöntemi yapıldı. Kullanılan primerler Tablo 34’de belirtilmiştir. 
Tablo 34. Stafilokok izolatlarının vanA-vanB-vanC antimikrobiyel direnç genlerinin 






Primer Seti Sekansı (5’/3’) Ürün (bp) 


















796 (58) Clark ve ark, 
1993 
 
VanA, vanB ve vanC  genlerinin araştırılması için hazırlanan primer miksin karışım 
oranları Clark ve arkadaşlarının 1993 yılında yapmış olduğu çalışmada belirtildiği şekilde 
oluşturulmuştur. Primer miksi hazırlanırken, 100 pmol olarak bulunan vanA, vanB, vanC 
forward ve reverse primerleri forward ve reverse olarak sulandırılıp 50 pmol yoğunluğuna 
getirildi. vanA, vanB, vanC primerlerine spesifik ürünlerin aranması amacıyla yapılan PCR 
reaksiyonlarında PCR amplifikasyonu bir örnek için toplam 25 µl hacimde mastermiks 
hazırlanarak gerçekleştirildi. Hazırlanmış olan mastermiksler her bir örnek için ayrı pcr 
tüplerine 20 µl aktarıldı.  Her bir örnek DNA’sı ilgili tüplere 5’er µl eklendi. Tüpler daha sonra 
Applied Biosystems SimpliAmp™ PCR System thermal cycler (ABD) cihazına yüklendi. 
 57 
 
Mastermiks hazırlanmasında kullanılanmış olduğumuz malzemeler ve hacimleri Tablo 35’de 
belirtilmiştir. 
 
Tablo 35. vanA, vanB, vanC genleri için mastermiks hazırlama oranları 
Malzeme (Ticari) Kullanılan Hacim Master Mix 
GeNetBio ExPrime Taq Premix (2X) G-5000 12,5 µl 
Forward Primermiks (50 pmol) 2 µl 
Reverse Primermiks (50 pmol) 2 µl 
Kalıp DNA 5 µl 
ddH2O 3,5 µl 
TOPLAM 25 µl 
 
Bu amplifikasyon işlemine ait ısıl döngü ve süre diyagramı (Tablo 36) belirtilmiştir. 
İşlem sonunda elde edilen amplikonlar agaroz jel elektroforez aşamasına kadar 4˚C’de 
muhafaza edildi. 
 
Tablo 36. vanA, vanB, vanC geni PCR işlemlerine ait ısıl döngü ve süre diyagramı (Clark ve 
ark, 1993) 
Basamak Sıcaklık Süresi Döngü Sayısı 
Başlangıç Denatürasyon 95°C 5 dk 1 
Denatürasyon 95°C 30sn  
35 
 
Bağlanma 52°C 30sn 
Uzama 72°C 30sn 
Son Uzama 72°C 5 dk 1 
Bekletme 4°C ∞ dk 1 
 
vanA, vanB, vanC geni araştırılması için uygulanan PCR işlemi ısıl döngüleri Clark ve 








3.10. PCR Ürünlerinin Elektroforez Tankına Yüklenmesi  ve Görüntülenmesi 
 
PCR işleminden sonra elde ettiğimiz ürünlerden pipet yardımıyla 10’ar μl alınıp, 3 μl 
6X loading dye solüsyonu ile karıştırıldı. Oluşturulan karışımın tamamı alınarak, %2’lik agaroz 
jelde bulunan uygun pozisyondaki kuyucuğa yüklendiktendi. Elektroforez tankının kapağı 
kapatıldı, elektrotlar uygun pozisyonda bağlandı sonrasınra 80V 500A akımda 30 dakika ve 
sonrasında 40V 500A akımda 60 dakika yürütüldü. Elektroforez işlemi sonrasında elde edilen 
jel, dikkatli bir şekilde elektroforez tankından çıkarıldı. Yürütme işlemi sonundaki jel, 
bilgisayara bağlı durumdaki transilluminatör cihazındaki odacığa yerleştirildi. UV ışığı altında 
fotoğraflandıktan sonra, bant büyüklükleri her PCR için ayrı değerlendirildi. 
 
3.11. Stafilokok Türlerinin Sekans Analizleri 
 
Stafilokok türleri ilk önce tuf geni bölgesi PCR ürünleri kullanılarak tiplendirilmeye 
tabii tutulmuştur. PCR işleminden sonra elde edilen ürün saflaştırılması için steril PCR 
tüplerine 2 μl ExoSAP dağıtılmış üzerine 5 μl PCR ürünü ilave edilerek 7 μl toplam hacim elde 
edilmiştir. Daha sonra elde edilen karışım, termal döngüleme cihazına yüklenmiştir. 
Saflaştırılmış PCR ürünleri, BigDye Terminator, 3.1. versiyonu ile sekans PCR reaksiyonlarına 
hazırlanacaklardır. Sekans PCR miski 1 µl BigDye Ready Reaction mix, 5 µl BigDye sekans 
buffer (5x), 1,6 µl 1-pmol primer, 2,9 µl deiyonize saf su ve 1 µl purifiye PCR ürünü olacak 
şekilde toplam hacim 10 µl olarak hazırlanmıştır. PCR sekansı kondüsyonları 25 siklus 96 °C 
de 10 saniye, 50°C de 5 saniye, 60°C de 4 dakika şeklindedir. Sekans PCR işleminden sonra 
elde edilen saf ürünler, Anabilim Dalımız Moleküler Laboratuvarında bulunan ABI Prism 310 
genetik analizör cihazının standart protokolleri doğrultusunda sekans işlemine tabi tutulmuştur. 
Sekans sonrasında ABI Prism 310 genetik analizör cihazının software programları ve Genbank 
verileri karşılaştırılarak Stafilokok türlerinin tiplendirilmeleri yapılmıştır. tuf gen bölgesi ile 
tiplendirilemeyen Stafilokok suşları için 16S rRNA bölgesi spesifik primerler ile 
gerçekleştirilen PCR ürünleri ile sekans işlemi gerçekleştirilmiştir (Hwang ve ark, 2011). 
 
3.11.1. DNA Sekans Sonuçlarınn Elektronik Ortamda Karşılastırılması 
 
Saflaştırılan sekans PCR ürünleri ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer cihazı ile 
sekanslandıktan sonra elde edilen sonuçlar, NCBI Blast® nükleotid dizileri ile elektronik 






Bu çalışmada subklinik mastitis problemi gösterdiği belirlenen hayvanlardan steril 
koşullarda  toplanan 110 süt örneği Adnan Menderes Üniversitesi Mikrobiyoloji laboratuvarına 
getirilerek Staphylococcus sp. varlığı yönünden biyokimyasal identifikasyonları yapıldıktan 
sonra BD Phoneix™ 50 otomatize identifikasyon cihazı ile identifikasyonları ve antibiyogram 
duyarlılık test sonuçları alınmıştır, izolatların tanımlanmasının ardından genotipik olarak 
doğrulanması, virulens genlerinin, enterotoksin genlerinin ve antibiyotik direnç genlerinin 
varlığının araştırılması amacı ile PCR analizleri gerçekleştirilmiştir. 
 
 
4.1. İzolasyon ve İdentifikasyon 
 
Çalışmamızda 110 mastitisli süt örneği Kanlı Agara ekildi ve 37°C’de 24 saat 
inkübasyondan sonra 93 petride üreme tespit edilmiş olup 17 petride bakteriyel üreme tespit 
edilmemiştir. İnkübasyon sonrası üreyen  koloniler saflaştırıldı. Saflaştırılan kolonilerin 
hepsine Gram boyama yapıldı. Gram pozitif kok görünümünde olan 41 koloni belirlenmiştir. 
Belirlenen kolonilere katalaz ve koagulaz testi uygulandı. Katalaz ve koagulaz testleri pozitif 
olan 26 (%23.63) izolat tanımlandı. Bu izolatların identifikasyonu ve antibiyogramları 
yapılması için BD Phoneix™ 50 otomatize identifikasyon cihazına yüklendi. 
 
 
4.2. BD Phoneix™ 50 Otomatize İdentifikasyon Cihazı ile İdentifikasyon 
 
Araştırmamızda incelenen  süt örneklerinden 41 adet Gram pozitif kok izole edilmiştir. 
İzole edilen Gram pozitif kokların BD Phoneix™ 50 otomatize identifikasyon cihazına 
yüklenmesi sonucunda; 5 (%19.23) Staphylococcus pettenkoferi, 5 (% 19.23) Staphylococcus 
epidermidis, 5 (% 19.23)  Staphylococcus equorum, 3 (%11.53) Staphylococcus warneri, 3 (% 
11.53) Staphylococcus caprae, 2 (% 7.69) Staphyococcus capitis, 1 (%3.84)  Staphylococcus 
aureus, 1 (% 3.84) Staphylococcus simulans, 1 (% 3.84) Staphylococcus hominis ve 15 (%13.8) 





Tablo 37. CLSI standardına göre Gram pozitif bakteriler için MİK değerleri (CLSI, 2012) 
Antibiyotikler µg/ml MİK değerleri 
S I R 
Amoksisilin-Klavulanik asit AMC 2/1-8/4 ≤4/2  ≥8/4 
Ampisilin AM 2-8 ≤8 16 ≥32 
Sefoksitin FOX 2-8 ≤4  ≥8 
Siprofloksasin CIP 1-4 ≤1 2 ≥4 
Klindamisin CC 0,25-1 ≤0,5 1-2 ≥4 
Daptomisin DAP 0,25-4 ≤1   
Eritromisin E 0,25-2 ≤0,5 1-4 ≥8 
Fosfomisin FF 16-64 ≤64 128 ≥256 
Fusidik Asit FA 0,5-8 ≤1  ≥2 
Gentamisin GM 1-4 ≤4 8 ≥16 
Levofloksasin LVX 1-4 ≤1  ≥2 
Linezolid LZD 0,5-4 ≤4  ≥8 
Nitrofurantoin FM 16-64 ≤16  ≥32 
Oksasilin OX 0,25-2 ≤2  ≥4 
Penisilin G P 0,0625-0,25 ≤0,12  ≥0,25 
Kinupristin-dalfopristin SYN 0,5-2 ≤1 2-4 ≥4 
Rifampin RA 0,25-1 ≤1 2 ≥4 
Teikoplanin TEC 0,5-4 ≤8 16 ≥32 
Tetrasiklin TE 0,5-2 ≤40,5 8 ≥16 
Tigesiklin TGC 0,25-1 ≤1   
Tobramisin NN 1-4 ≤0,5/9,5   
Trimetoprim-Sulfometoksazol SXT 0,5/9,5-2/38 ≤2 4-8 ≥16 









Tablo 38. İdentifiye edilen Stafilokok türlerinin antibiyogram duyarlılıkları 
İdentifiye edilen bakteriler AMC AM FOX CIP CC DAP  E FF FA GM LVX LZD FM OX P SYN RA TEC TE TGC NN SXT VA 
Staphylococcus pettenkoferi S R S S S S S S S S S S S R R S S S S S S S S 
Staphylococcus epidermidis R R S S S S S S S S S S S R R S S S S S S S S 
Staphylococcus epidermidis R R S S S S S S S S S S S R R S S S S S S S S 
Staphylococcus aures S S S S S S S S S S S S S S R S S S S S S S S 
Staphylococcus warneri S R S S S S S S S S S S S S R S S S S S S S S 
Staphylococcus capitis S R S S S S S S S S S S S S R S S S S S S S S 
Staphylococcus equorum S R S S S S S S S S S S S S R S S S R S S S S 
Staphylococcus warneri S R S S S S S S S S S S S S R S S S S S S S S 
Staphylococcus equorum S R S S I S S R S S S S S S R I S S S S S S S 
Staphylococcus caprae S R S S S S S S S S S S S S R S S S S S S S S 
Staphylococcus warneri S R S S S S S R S S S S S S R S S S R S S S S 
Staphylococcus equorum S R S S I S S S S S S S S S R I S S S S S S S 
Staphylococcus equorum S R S S I S S S R S S S S S R I S S R S S S S 
Staphylococcus caprae S R S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S 
Staphylococcus pettenkoferi S R S S S S S S S S S S S S S S S S R S S S S 
Staphylococcus pettenkoferi R R S S R R I S R S S R R R R R I R S S S S S 
Staphylococcus pettenkoferi S R S S S S S R S S S S R S R S S S S S S S S 
Staphylococcus simulans S R S S S S S S S S S S S S R S S S S S S S S 
Staphylococcus epidermidis S S S S S S S S S S S S S S R S S S S S S S S 
Staphylococcus epidermidis S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S 
Staphylococcus equorum  S R S S I S S S S S S S S S R I S S S S S S S 
Staphylococcus pettenkoferi S R S S S S S S S S S S S S R S S S S S S S S 
Staphyococcus capitis S R S S S S S S S S S S S S R S S S R S S S S 
Staphylococcus caprae S R S S S S S S S S S S S S R S S S S S S S S 
Staphylococcus epidermidis S R S S S S S S S S S S S R R S S S R S S S S 








Tablo 39. Stafilokok izolatlarının tür bazında (n=26) antibiyotik duyarlılık yüzdeleri 
 AMC AM FOX CIP CC DAP E FF FA GM LVX LZD 
S. pettenkoferi 
n=5 
S= %80 S=%0 S=%100 S=%100 S=%80 S=%80 S=%80 S=%80 S=%80 S=%100 S=%100 S=%80 
I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%20 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 
R=%20 R=%100 R=%0 R=%0 R=%20 R=%20 R=%0 R=%20 R=%20 R=%0 R=%0 R=%20 
S. aureus  
n=1 
S=%100 S=%100 S=%100 S=%100 S=%100 S=%100 S=%100 S=%100 S=%100 S=%100 S=%100 S=%100 
I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 
R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 
S. warneri  
n=3 
S=%100 S=%0 S=%100 S=%100 S=%100 S=%100 S=%100 S=%66,67 S=%100 S=%100 S=%100 S=%100 
I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 
R=%0 R=%100 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 R=%33,33 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 
S. epidermidis 
n=5 
S=%60 S=%40 S=%100 S=%100 S=%100 S=%100 S=%100 S=%100 S=%100 S=%100 S=%100 S=%100 
I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 
R=%40 R=%60 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 
S. equorum   
n=5 
S=%100 S=%0 S=%100 S=%100 S=%20 S=%100 S=%100 S=%80 S=%80 S=%100 S=%100 S=%100 
I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%80 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 
R=%0 R=%100 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 R=%20 R=%20 R=%0 R=%0 R=%0 
S. caprae  
n=3 
S=%100 S=%0 S=%100 S=%100 S=%100 S=%100 S=%100 S=%100 S=%100 S=%100 S=%100 S=%100 
I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 
R=%0 R=%100 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 
S. capitis 
 n=2 
S=%100 S=%0 S=%100 S=%100 S=%100 S=%100 S=%100 S=%100 S=%100 S=%100 S=%100 S=%100 
I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 
R=%0 R=%100 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 
S. simulans 
n=1 
S=%100 S=%0 S=%100 S=%100 S=%100 S=%100 S=%100 S=%100 S=%100 S=%100 S=%100 S=%100 
I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 
R=%0 R=%100 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 
S. hominis  
n=1 
S=%100 S=%100 S=%100 S=%100 S=%100 S=%100 S=%100 S=%100 S=%100 S=%100 S=%100 S=%100 
I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 
R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 
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Tablo 39. Devamı 
S: Duyarlı, I: Ora derece duyarlı, R: Dirençli 
 FM OX P SYN RA TEC TE TGC NN SXT VA 
S. pettenkoferi 
n=5 
S=%60 S=%60 S=%20 S=%80 S=%80 S=%80 S=%100 S=%100 S=%100 S=%100 S=%100 
I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%20 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 
R=%40 R=%40 R=%80 R=%20 R=%0 R=%20 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 
S. aureus  
n=1 
S=%100 S=%100 S=%0 S=%100 S=%100 S=%100 S=%100 S=%100 S=%100 S=%100 S=%100 
I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 
R=%0 R=%0 R=%100 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 
S. warneri  
n=3 
S=%100 S=%100 S=%0 S=%100 S=%100 S=%100 S=%66,67 S=%100 S=%100 S=%100 S=%100 
I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 
R=%0 R=%0 R=%100 R=%0 R=%0 R=%0 R=%33,33 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 
S. epidermidis 
n=5 
S=%100 S=%40 S=%20 S=%100 S=%100 S=%100 S=%80 S=%100 S=%100 S=%100 S=%100 
I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 
R=%0 R=%60 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 R=%20 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 
S. equorum   
n=5 
S=%100 S=%100 S=%0 S=%20 S=%100 S=%100 S=%60 S=%100 S=%100 S=%100 S=%100 
I=%0 I=%0 I=%0 I=%80 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 
R=%0 R=%0 R=%100 R=%0 R=%0 R=%0 R=%40 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 
S. caprae  
n=3 
S=%100 S=%100 S=%33,33 S=%100 S=%100 S=%100 S=%100 S=%100 S=%100 S=%100 S=%100 
I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 
R=%0 R=%0 R=%66,69 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 
S. capitis 
 n=2 
S=%100 S=%100 S=%0 S=%100 S=%100 S=%100 S=%50 S=%100 S=%100 S=%100 S=%100 
I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 
R=%0 R=%0 R=%100 R=%0 R=%0 R=%0 R=%50 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 
S. simulans 
n=1 
S=%100 S=%100 S=%0 S=%100 S=%100 S=%100 S=%100 S=%100 S=%100 S=%100 S=%100 
I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 
R=%0 R=%0 R=%100 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 R=%0 
S. hominis  
n=1 
S=%100 S=%100 S=%100 S=%100 S=%100 S=%100 S=%100 S=%100 S=%100 S=%100 S=%100 
I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 I=%0 








4.3. Genotipik İdentifikasyon  
 
BD Phoenix M50 cihazının tanımlamış olduğu izolatlar kayıt altına alındı. Bu izolatların 
genotipik olarak tanımlanması için Stafilokok türlerinde  bulunan 16S rRNA, nuc, tuf , coa  
geninin varlığı PCR analizleri ile incelendi.  
 
 
4.3.1. 16S rRNA Geni Tespiti 
 
Stafilokok türlerine spesifik 16S rRNA geni tespitinde kullanlan primer ile yapılan PCR 
işlemi sonunda 26 izolatta 527 bp aralığında bant oluşumu görülmüştür. 26 izolatın tümünde 




AM FOX CIP CC DAP E FF FA GM LVX LZD FM OX P SYN RA TEC TE TGC NN SXT VA
S 4 3 26 26 21 25 25 22 24 26 26 25 24 20 3 21 25 25 19 25 26 26 26
I 0 0 0 0 4 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 4 1 0 0 0 0 0 0




















Resim 4. 16S rRNA geninin jel elektroforez görüntüsü 
M: Marker 100bp DNA ladder 1-14 nolu örnekler: Pozitif 
 
 
4.3.2. nuc Geni Tespiti 
 
nuc genine spesifik primer ile yapılan PCR işlemi sonucunda, 26 izolatın 11 
(%42.30)’inde nuc geni tespit edilmiştir.  nuc geni varlığı için 279 bp aralığında bant oluşumu 
görülmüştür. İzolatların jel elektroforez görüntüsü Resim 5’de gösterilmiştir.  
 
 
Resim 5. nuc geninin jel elektroforez görüntüsü  
M: Marker 100bp DNA ladder 2-3-5-7-8-13 nolu örnekler: Pozitif. 
 
 
4.3.3. tuf Geni Tespiti 
 
tuf genine spesifik primer ile yapılmış olan PCR işlemi sonucunda, 26 izolatın 24 
(%92.30) ’ünde tuf geni tespit edilmiştir.  tuf geni varlığı için 412 bp aralığında bant oluşumu 





Resim 6. tuf geninin jel elektroforez görüntüsü 
M: Marker 100bp DNA ladder 1-7, 9-13 nolu örnekler: Pozitif, 8 nolu örnek: Negatif. 
 
 
4.3.4. coa Geni Tespiti 
 
coa genine spesifik primer ile yapılan PCR işlemi sonucunda, 26 izolatın 5 
(%19.23)’inde coa geni tespit edilmiştir. coa geninin varlığı için hedef bölgeler 627, 710, 910 
bp aralığında olduğu bildirilmiştir. Yapılan PCR analizi sonucunda pozitif örneklerde 




Resim 7. coa geninin jel elektroforez görüntüsü  
M: Marker 100bp DNA ladder 3 ve 4 Nolu örnek: Pozitif; 1,2,5-14 Nolu örnek: Negatif 
 
 
4.3.5. Enterotoksin A-B-C-D-E Genlerinin Tespiti 
 
entA, entB, entC, entD, entE genlerine spesifik primerler ile yapılan multipleks PCR 
işlemi sonucunda, 26 izolatın; 1 (%3.84)’inde 120 bp uzunluğunda entA geni, 8 (%30.70)’inde 
478 bp uzunluğunda entB geni, 3 (%11.53)’ünde 257 bp uzunluğunda entC geni varlığı tespit 
edilmiştir. Hiçbir izolatta entE entD geni tespit edilememiştir. İzolatların jel elektroforez 




Resim 8. entA-B-C-D-E (SetI) genlerinin jel elektroforez görüntüsü  
M: marker 1 Nolu örnek: entA ve entC geni: Pozitif,  5 Nolu örnek: entB geni: Pozitif 
 
 
4.3.6. Enterotoksin G ve H Genlerinin Tespiti 
 
entG ve entH genlerine spesifik primerler ile yapılmış olan PCR işlemleri sonucunda 
izolatlarda enteretoksin G ve H geni tespit edilememiştir. 
 
 
4.3.7. mecA  Geni Tespiti 
 




4.3.8. mecC Geni Tespiti 
 






Resim 9. mecC geni jel elektroforez görüntüsü  
M: 100bp DNA ladder 1: Pozitif kontrol 
 
 
4.3.9. PVL, Hla,  Hlb Virulens Genlerinin Tespiti 
 
PVL, Hla, Hlb genlerine spesifik primerler ile yapılan multipleks PCR işlemi 
sonucunda, 26 izolatın; 1 (%3.84)’inde 433 bp uzunluğunda PVL geni, 14 (%53.84)’inde 209 
bp uzunluğunda Hla geni, 9(%34.61)’unde 309 bp uzunluğunda Hlb geni varlığı tespit 
edilmiştir. İzolatların jel elektroforez görüntüsü Resim 10’da gösterilmiştir. 
 
 
Resim 10. PVL, Hla, Hlb genleri jel elektroforez görüntüsü  
M:Marker 100bp DNA ladder. 1 Nolu örnek: PVL ve Hla gen: Pozitif. 2,3 ve 5 Nolu 
örnek hla ve hlb gen: Pozitif, 4,6,7 Nolu örnek: PVL, Hla ve Hlb gen: Negatif  
 
4.3.10. CLFA, BAP, γ-Hlg Genlerinin Tespiti 
 
CLFA, BAP, γ-Hlg genlerine spesifik primer ile yapmış olduğumuz PCR işlemi 
sonucunda, 26 izolatın 2 (%7.69)’sinde BAP geni tespit edilmiştir. CLFA ve γ-Hlg geni tespit 
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edilmemiştir.  BAP geninin varlığı için hedef bölge 971 bp uzunluğundaydı. İzolatların jel 
elektroforez görüntüsü Resim 11’de gösterilmiştir. 
 
 
Resim 11. BAP geni jel elektroforez görüntüsü  
M:Marker 100bp DNA ladder 1 ve 2 Nolu örnek: BAP gen: pozitif 
 
 
4.3.11. TSST Geni Tespiti 
 
tsst genine spesifik primer ile yapılan PCR işlemi sonucunda, 26 izolatın 6 
(%23.07)’sında tsst geni tespit edilmiştir. tsst geninin varlığı için hedef bölge 350 bp 
uzunluğundaydı. İzolatların jel elektroforez görüntüsü Resim 12’de gösterilmiştir. 
 
 
Resim 12. tsst geninin jel elektroforez görüntüsü  
M: 100bp DNA ladder 1,2,3,4 Nolu örnek: Pozitif 5,6,7 Nolu örnek: Negatif 
 
 
4.3.12. vanA-B-C Genlerinin Tespiti 
 
vanA, vanB, vanC genlerine spesifik primerler ile yapmış olduğumuz PCR işlemi 
sonucunda vanA, vanB, vanC genleri tespit edilmemiştir.
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Tablo 40. Genotipik identifikasyonu yapılan örneklerin PCR sonuçları  
Örnek 
No. 
coa nuc tuf PVL CLFA Hla Hlb Ý-hlg BAP EntA EntB EntC EntD EntE EntG EntH TSST mecA mecC vanA vanB vanC 
1k - - + + - + + - - + - - - - - - + - - - - - 
3b - + + - - + - - - - - - - - - - - - - - - - 
3K + + + -   + + - - - - - - - - - - - - - - - 
8H + - + - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
12 - + + - - + + - - - + - - - - - + - - - - - 
17 - - + - - - - - + - - - - - - - - - - - - - 
19B - + + - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
25 - + - - - + + - - - - - - - - - - - - - - - 
29M - - + - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
30B - - + - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
30K - - + - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
42 - - + - - + - - - - - - - - - - - - - - - - 
44 - + + - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
48 - - + - - - - - - - - + - - - - + - - - - - 
52 - - + - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
54 - - - - - - - - - - - - - - - - + - - - - - 
55 - - + - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
62 - - + - - + - - + - - - - - - - - - - - - - 
85 - + + - - + + - - - + - - - - - + - - - - - 
87 + + + - - + + - - - + - - - - - + - - - - - 
89 + + + - - + - - - - - - - - - - - - - - - - 
90 - - + - - + + - - - + - - - - - - - - - - - 
91 - - + - - + - - - - + - - - - - - - - - - - 
95 - - + - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
96 - + + - - + + - - - + + - - - - - - - - - - 
100 + + + - - + + - - - + + - - - - - - - - - - 
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4.4. Sekans Bulguları  
 
Araştırmamızda, mastitisli keçi sütlerinden izole ettiğimiz 16S rRNA PCR pozitif 26 
örneğin Sanger sekans yöntemi ile tiplendirilmeleri yapılmıştır.  
26 örneğin 6 (23,07%)’sı Staphylococcus aureus [Erişim Numarası (Accession 
Number) KY007579,1; AP023034,1; JN092619,1], 4 (%15,38)’ü Staphylococcus succinus [ 
(Erişim Numarası MG819549,1; KX959978,1) ], 4 (% 15,38)’ü Staphylococcus caprae [ 
(Erişim Numarası CPO53957,1) ], 3 (%7,69)’ü S. chromogenes [ (Erişim Numarası 
CPO046028,1) ], 3 (% 7,69)’ü Staphylococcus devriesei (Erişim Numarası JX966457,1) ], 1 
(%3,84)’i Staphylococcus xylosus [ (Erişim Numarası KC534469,1) ], 1 (%3,84)’i 
Staphylococcus jettensis [ (Erişim Numarası JN092113,2) ] olarak tiplendirilmiştir.  Geriye 
kalan 4 (%15,38) örnek ise Sanger sekans yöntemi ile tiplendirilememiştir (Tablo 41). 
 
Tablo 41. 16S rRNA Sekans sonuçları 
Örnek 
No. 




Erişim Numarası (Accession 
Number) 
1k Tiplendirilemedi   
3b S. aureus 93,06(%) KY007579 
3K S. aureus 98,23(%) KY007579 
8H S. devriesei 99,37(%) JX966457 
12 S. aureus 93,06(%) KY007579 
17 S. chromogenes 99,05(%) CPO046028 
19B S. succinus 99,36(%) MG819549 
25 Tiplendirilemedi   
29M S. succinus 99,37(%) KX95997 
30B S. devriesei 97(%) JX966457 
30K S. devriesei 97(%) JX966457 
42 S. succinus 96,54(%) KX95997 
44 S. xylosus 98(%) KC534469 
48 Tiplendirilemedi   
52 S.caprae 98(%) CPO53957 
54 Tiplendirilemedi   
55 S. caprae 98(%) CPO53957 
62 S. chromogenes 97(%) CPO046028 
85 S. aureus 97(%) AP023034 
87 S. aureus 97(%) KY007579,1 
89 S. succinus 98(%) KX959978,1 
90 S. caprae 97(%) CPO53957,1 
91 S. chromogenes 96,54(%) AY126159,1 
95 S. caprae 97,80(%) CPO53957,1 
96 S. aureus 99,37(%) JN092619,1 
100 S. jettensis 99,04(%) JN092113,2 
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Yapılan çalışma sonucu identifikasyonu yapılan 26 izolatın  BD Phoenix M50 
İdentifikasyon cihazı ve 16S rRNA Sekans sonuçları karşılaştırılmıştır ( Tablo 42).  
 
Tablo 42. BD Phoenix M50 İdentifikasyon Sonucu ve 16S rRNA Sekans sonuçlarının 
karşılaştırılması 
Örnek No. BD Phoenix M50 İdentifikasyon Sonucu  16S rRNA Sekans Sonucu 
1k S. pettenkoferi Tiplendirilemedi 
3b S. epidermidis S. aureus 
3K S. epidermidis S. aureus 
8H S. aureus S. devriesei 
12 S. warneri S. aureus 
17 S. capitis S. chromogenes 
19B S. equorum S. succinus 
25 S. warneri Tiplendirilemedi 
29M S. equorum S. succinus 
30B S. caprae S. devriesei 
30K S. warneri S. devriesei 
42 S. equorum S. succinus 
44 S.  equorum S. xylosus 
48 S. caprae Tiplendirilemedi 
52 S. pettenkoferi S. caprae 
54 S. pettenkoferi Tiplendirilemedi 
55 S.  pettenkoferi S. caprae 
62 S.  simulans S. chromogenes 
85 S. epidermidis S. aureus 
87 S. epidermidis S. aureus 
89 S.  equorum  S.succinus 
90 S. pettenkoferi S. caprae 
91 S. capitis S. chromogenes 
95 S. caprae S. caprae 
96 S. epidermidis S.aureus 
100 S. hominis S. jettensis 
 
 
Örneklere cins düzeyinde bakıldığında Staphylococcus türlerini %100 oranında doğru 
tanımlandığı saptanmıştır. Ancak tür yönünde incelendiğinde sonuçlar birbiri ile 
uyuşmamaktadır. Genoma dayalı kesın tiplendirmeleri almak için Sanger sekans yöntemi 
kullanılarak moleküler tiplendirme ile elde edilen sonuçların fenotipik testlerle yapılan bir ön 










Mastitis sütçü hayvanlarda; süt kalitesi, süt verimi ve hayvan refahını negatif olarak 
etkilemesi sebebiyle ekonomik açıdan göz ardı edilmemesi gereken bir hastalıktır. Ticari 
işletmelerde genel nedenlerden ötürü sürüden eliminasyon oranı ortalama %31.5 olup, bunun 
% 79.5’i bakım besleme ve hijyen yetersizliklerinden köken almaktadır. Sağlık problemlerinin 
%34’ünü de mastitis meydana getirmektedir (Kurt ve ark, 2019). Mastitisle alakalı uzun süreler 
araştırmalar gerçekleştirilmesine rağmen bu hastalık günümüzde hala meydana gelmektedir. 
Mastitis etiyolojisinde birçok mikrobiyel etkenin rol oynadığı bilinse de Stafilokokların en sık 
izole edilen ajanlar olduğu saptanmıştır. Özellikle subklinik mastitisler, Koagulaz Negatif 
Stafilokok sıklığının yüksek olduğu dünya çapında görülmektedir. Ülkemizde teşhis edilen 
mastitisin, %78.6'sının subklinik olarak meydana geldiği bildirilmiştir (Saydan, 2017). KNS’ler 
ise ülkemizde %43.9 oranında subklinik olgulardan identifiye edilmektedir. Başlıca yaygın 
KNS türleri S. chromogenes, S. epidermidis, S. xylosus, S. hyicus ve S. simulans’tır (Hadimli 
ve ark, 2014). 
Keçilerde mastitise yol açan bakteriyel türleri majör olarak Staphylococcus cinsi 
oluşturmaktadır. Klinik aşamalarda önceleri saprofit ve non patojen kontaminant tür olarak 
değerlendirilen Koagulaz Negatif Stafilokoklar ise, son 30 yıl zarfında çok önemli infeksiyon 
kaynağı olarak literatürde yer bulmuştur (Saydan, 2017). 
Subklinik mastitis (SCM), süt keçisi sürülerindeki en zorlu hastalıklardan biridir çünkü 
üretim kaybı, süt kalitesinin ve hijyenin düşürülmesi, artan ikame maliyeti ve önemli veteriner 
giderleri ile ilişkilendirilmiştir. Çeşitli sistemler altında yetiştirilen keçilerde subklinik mastitis 
vakalarından çeşitli çevresel ve bulaşıcı patojenler izole edilmiştir. Koagulaz Negatif 
Stafilokoklar ve S. aureus sıklıkla subklinik mastitis vakalarından izole edilirken, Streptokok 
türleri, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacteriaceae üyeleri, Mycoplasma türleri ve diğer 
patojenler daha düşük oranda ortaya çıkmaktadır. Keçi sürülerinden farklı patojenlerin 
izolasyon sıklığı, sürülerin genel hijyenik durumu ve bakım-besleme şemalarıyla güçlü bir 
şekilde ilişkilidir. Sürü yönetim sisteminden bağımsız olarak, hijyenik uygulamaların 
yetersizliği, meme patojenleri ile çevresel kontaminasyonda ve meme içi infeksiyon 
oluşmasında çok önemli bir rol oynamaktadır. Koagulaz Negatif Stafilokoklar arasında S. 
epidermidis, daha sonra S. xylosus, S. chromogenes ve S. simulans daha sık izole edilmektedir. 
Keçilerde S. caprae en yaygın türlerden biridir ve onu diğer türler izlemektedir. Ek olarak, KNS 
arasında S. epidermidis, S. caprae'nın tersine, hem koyunlarda hem de keçilerde genellikle en 
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yüksek ortalama somatik hücre sayısı değerleri ile ilişkilidir. Subklinik infeksiyondan izole 
edilen KNS suşlarının %60 ila 80'inden fazlası hemolitik toksin üretmektedir (Krishnamoorthy 
ve ark, 2016). Araştırmamız sonucunda izole edilmiş Stafilokok türleri, dominant olarak 
koagulaz negatif karakterde olup S. equorum (%19), S. pettenkoferi (%19), S. epidermidis 
(%19), S. warneri (%12), S. caprae (%12), S. capitis (%7), S. simulans (%4), S. hominis (%4) 
ve S. aureus (%4) olarak belirlenmiştir.  S. aureus, etkili bir patojen etken olmakla beraber, 
subklinik mastitis hastalığında daha çok Koagulaz Negatif Stafilokoklar kendini göstermektedir 
(Resch ve ark, 2008). Araştırmamızda sadece 1 adet S. aureus izole edilmesi, bu bilgiyi doğrular 
nitelikte saptanmıştır. Bu çalışmada Koagulaz Negatif Stafilokokların daha yüksek oranda 
bulunmasının nedeninin, keçilerin hijyenik olmayan çevresel koşullarda barındırılmasından 
kaynaklanıyor olabileceği düşünülmektedir. 
Araştırmamızda toplam 110 adet süt örneğinin 26 (%23.6)’sınden Staphylococcus sp. 
(5 S. equorum (%19), 5 S. pettenkoferi (%19), 5 S. epidermidis (%19), 3 S. warneri (%12), 3 S. 
caprae (%12), 2 S. capitis (%7), 1 S. simulans (%4), 1 S. hominis (%4) ve 1 S. aureus (%4)), 
15 (%13.8) Streptococcus sp., 13 (%12) Bacillus sp., 10 (%9) Lactobacillus sp., 7 (%6.3) 
Shigella sp., 7 (%6.3) Escherichia coli, 7 (%6.3) Corynebacterium sp., 5 (%4.5) Klebsiella sp. 
ve 3 (%2.7) Flavobacterium sp. izole ve identifiye edilmiştir. Geriye kalan 17 (%15.5) örnekte 
ise bakteriyel üreme görülmemiştir. 
Elazığ ilinde mezbahada kesilen mastitisli 89 hayvana ait 133 meme lobu ve mastitisli 
40 keçiye ait 67 meme lobu bakteriyolojik olarak incelenmiş ve sonuç olarak koyunlarda 
%24.06 S. aureus, %10.53 E. coli, %7.52 Actinomyces pyogenes, %7.52 Streptococcus uberis, 
%6.01 Streptococcus dysgalactiae, %5.26 Streptococcus agalactiae, %3,76 Staphylococcus 
epidermidis, %3.76 Mannheimia haemolytica izole ve identifiye edilmiştir. Keçilerde %25.37 
S. aureus, %8.96 E. coli, %7,46 Staphylococcus epidermidis, %7.46 Streptococcus agalactiae, 
%7.46 A. pyogenes, %5.97 Streptococcus dysgalactiae, %2.99 S. uberis, %2.99 M. haemolytica 
izole ve identifiye edilmiştir (Gülcü ve Öngör, 2002). 
Bu çalışmada 110 süt örneğinin 93'inden (% 84.5) bakteri izolatı elde edilmiştir. Bu 93 
izolatın 26'sı (%23.6) Stafilokok türü olarak belirlenmiştir. Ayrıca izole edilen organizmalar 
arasında KNS en yaygın mikroorganizma olarak saptanmıştır. Benzer şekilde White ve 
Hinckley (1999), keçi mastitisinde en yaygın etkenlerin hemolitik olmayan Staphylococcus sp. 
(n = 406, %38.2), S. aureus (n = 117, %11.0), S. agalactiae (n = 43, % 4.1), E. coli (n = 17, 
%1.6) ve Pseudomonas sp. (n = 13, %1.2) olarak bildirmiştir. Aydın ve arkadaşları (2009), 
klinik olarak sağlıklı meme yarısından elde edilen 700 süt örneğinde 60 örnekte subklinik 
mastitis tespit etmiştir. KNS'nin izole edilen baskın organizmalar (%50) olduğunu ve bunu 
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Streptococcus sp. (%15), S. aureus (%11.7) ve diğer patojenlerin (%23.3) izlediğini belirtmiştir. 
İlhan ve arkadaşları (2011) ise 148 keçiden elde edilen süt örnekleri üzerinde bir çalışmada 
klasik bakteriyolojik kültür yöntemlerini kullanmıştır. 148 örneğin 69'unda (% 46.6) 
bakteriyolojik izolasyon tespit etmişlerdir. Süt örneklerinden izole edilen bakteri suşlarında 42 
adet (% 60.8) KNS, 11 adet (%15.9) S. aureus, 11 adet (%15.9) E. coli, 2 adet (%2.9) 
Corynebacterium sp., 1 adet (%1.4) Streptococcus sp., 1 adet (%1.4) C. pseudotuberculosis ve 
1 adet (%1.4) Aeromonas sp. saptamışlardır. Subklinik mastitisli hayvanlardan keçi sütünde en 
sık izole edilen bakterinin KNS olduğu sonucuna varılmıştır. Islam ve arkadaşları (2011) ayrıca 
KNS'nin keçi mastitisinde (n = 52, %57.78) izole edilen en yaygın mikroorganizma olduğunu 
ve bunu S. aureus (n = 4, % 4.44), Streptococcus sp. (n = 4, %4.44), Bacillus sp., (n = 3, %3.33), 
E. coli (n = 5, %5.55) ve tanımlanamayan diğer Gram negatif bakterilerin (n = 14, %15.55) 
izlediğini belirtmiştir. Öte yandan, bazı çalışmalarda (Çiftçi ve ark, 1996; İşnel ve Kırkan, 2012; 
Najeeb ve ark, 2013) Koagulaz Pozitif Stafilokokların en yaygın mikroorganizmalar olduğu 
bulunmuştur. Çiftçi ve arkadaşları (1996), 500 keçide %9 (45 süt örneği) subklinik mastitis 
prevalansı bildirmiştir. Çalışmalarında Koagulaz Pozitif Stafilokoklar (%38.2) en yaygın 
mikroorganizmalar olurken, onu KNS (%11.8), Corynebacterium sp. (%23.5), E. coli (%14.7), 
mayalar (%5.9) ve Flavobacterium sp. (%5.9) izlemiştir. İşnel ve Kırkan (2012) kıl keçilerinden 
152 adet süt örneğinden 102 (%67.1) adet izolasyon yapmışlardır. Çalışmalarında S. aureus 
(n=71, %69.6) en yaygın izolat olarak bulunmuş, ardından S. epidermidis (n = 8, %7.8), S. 
intermedius (n = 5, %4.9), S. hyicus (n = 6, %5,9), Corynebacterium sp. (n = 3, %2.9), 
Klebsiella pneumoniae (n = 4, %3.9), Pseudomonas sp. (n = 2, %2.0), E. coli (n = 2, %2.0) ve 
Mannheimia haemolytica (n = 1, %1.0) türleri identifiye edilmiştir. Ali ve arkadaşları (2010), 
543 keçide subklinik mastitis prevalansının 71 (%13) olduğunu belirtmişlerdir. İzole edilen 
mikroorganizmalar arasında en yaygın mikroorganizmanın S. aureus (%45.34) olduğunu ve 
bunu Streptococcus sp. (%22.74), E. coli (% 11.55) ve Klebsiella sp. (%3.65) türlerinin 
izlediğini bildirmişlerdir. Najeeb ve arkadaşları (2013), 200 süt örneğinin 90'ında (%45) 
bakteriyel üreme bildirmiş ve pozitif süt örneklerinde 146 suş tespit etmiştir. Bu suşlar arasında 
S. aureus (%61.64) prevalansı en yüksek olup, onu E. coli (%10.96), Streptococcus sp. (%9.59), 
Pseudomonas sp., Bacillus sp. (%6.85) ve Corynebacterium sp. (%4.11) izlemiştir. Hatay'da 
yapılan başka bir çalışmada Doğruer ve arkadaşları (2013), 505 keçiden alınan 200 CMT-
pozitif süt örneğinin %41.4'ünde bakteri üremesi rapor etmiştir. Bu suşlar arasında en yaygın 
mikroorganizmalar KNS (%51.1), ardından Koagulaz Pozitif Stafilokoklar (%20.4), 
Streptococcus sp. (%8), Bacillus sp. (%5.7), E. coli (%4.5), Corynebacterium sp. (%3.4), 
Pseudomonas sp. (%2.3) ve Acinetobacter sp. (%2.3) bulunmuştur. İdentifiye edilen bakteri 
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türleri arasındaki farklılıkların sağım hijyeni (sağım ortamı ve sağımcı el hijyeni), altlık 
malzemesi, iklim farklılıkları ve sağım sonrası meme ucu daldırma kullanımı veya 
kullanılmaması nedeniyle meydana gelebileceği düşünülmektedir. 
Bulgaristan’da 6 farklı hayvan çiftlikten toplam 478 keçide yapılan araştırmalar 
neticesinde 100 hasta hayvanda subklinik mastitis belirlenmiştir. Pozitif süt numunelerinden 96 
adet Stafilokok türü identifiye edilmiştir. İzolasyon sonrasında 19 türün S. aureus (%19.8), 
diğer 77 (%80.2) türün de Koagulaz Negatif Stafilokok olduğu saptanmıştır (Bochev ve 
Russenova, 2005). 
İtalya’da 2 farklı sürüden 156 keçi ile yapılan bir çalışmada tüm laktasyon boyunca 
hayvanlar mastitis açısından monitorize edilmiş, hastalık olgularında %80.7 oranında Koagulaz 
Negatif Stafilokokların izole edildiği bildirilmiştir. İlk grupta, hastalığa yol açan neredeyse tüm 
etkenlerin (%96) Koagulaz Negatif Stafilokoklardan köken aldığı bulunmuştur, S. caprea ise 
sık görülen patojen ajan olarak %43 oranında saptanmıştır. İkinci keçi grubunda ise, 
infeksiyonların %67 oranında Koagulaz Negatif Stafilokoklardan köken aldığı ve S. 
epidermis’in de sık görülen patojen ajan olduğu belirlenmiştir (Moroni ve ark, 2005). 
Araştırmamızda elde edilen veriler, bu bilgileri destekler nitelikte bulunmuştur. 
Moleküler tabanlı tekniklerin identifikasyonda kullanılması, Stafilokok türlerinin 
identifikasyonunda ve genotiplendirilmesinde sağlamış olduğu spesifite ve sensitivite 
dolayısıyla yaygın olarak kullanılmaktadır. Bakteri sınıflandırılmasında ve bakterilerin 
veteriner sahada 16S rRNA gen sekansının sıklıkla kullanıldığı bildirilmiştir (Chai ve ark, 
2003). 
Heikens ve arkadaşları (2005) çalışmalarda 16S rRNA ve tuf geninin önemini 
belirtmiştir. Bes ve arkadaşları (2000) bakteriyel genler arasında DNA sıralaması için en uygun 
bölgenin 16S rRNA geni olduğunu belirtirken, Murru ve arkadaşları (2005) Stafilokokların tüm 
suşlarının 16-23S rRNA bölgesinin amplifikasyonu ile spesifik bir yapı gösterdiğini ortaya 
koymuşlardır. Lan ve Reeves (2001), ruminant kökenli KNS’lerin identifikasyonu ve serovarı 
ile ilgili araştırmasında 263 adet KNS izolatının genotipik identifikasyonunda 16S rRNA 
geninden faydalanmıştır. Vanderhaeghen ve arkadaşları (2014) 98 adet subklinik mastitisli süt 
numunesinden KNS genotipik identifikasyonunda tuf primer sekansını kullanmıştır. Heikens 
ve arkadaşları (2005) amplifikasyon sırasında ekstensiyonu belirleyen Tu faktörünü içeren tuf 
genini KNS’lerin Stafilokoklardan diferensiyasyonu için kullanarak, tuf geni 
identifikasyonunun 16S rRNA’ya nazaran KNS identifikasyonunda daha stabil olduğunu 
yaptıkları çalışmalar sonucunda bildirmişlerdir.  Ghebremedhin ve arkadaşları (2008) farklı 
Stafilokok serogruplarında 16S rRNA için %96-99 oranında pozitiflik tespit etmiştir. Bu 
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çalışmada kullanılan 26 izolatın tamamı 16S rRNA ve 24 adedinin tuf geni taşıdığı tespit 
edilerek Stafilokok ve KNS olduğu doğrulanmıştır. 
Alfa hemolitik toksin, çoğu zaman transmembran porlara birikip eritrositleri 
parçalayarak tesir etmektedir. β hemolizin ise, sfingomyeline özgü fosfolipaz aktivitesi, 
parsiyel hücre lizisine neden olarak etki göstermektedir (Dinges ve ark, 2000). Brinda ve 
arkadaşları (2010) izole edilen 44 KNS izolatının 4’ünün (%9) α hemoliz, 24’ünün (%54.5) β 
hemoliz, 16’sının (%36.3) hemoliz oluşturmadığını bildirmişlerdir.  Savaşan ve arkadaşları 
(2017) ise mastitisli Sütlerden izole edilen Stafilokoklarda β hemolizin oranını %36.73 olarak 
tespit etmişlerdir. Wald ve arkadaşları (2019) 81 sığır memesinden izole ettikleri 100 KNS 
izolatının 8’inde (%8) β hemoliz, 6’sında (%6) merkezi beyaz çevreye doğru saydamlaşan yarı 
şeffaf grimsi koloniler tespit etmişlerdir. Bu çalışmada Hla, Hlb ve γ-Hlg genlerine spesifik 
olarak yapılan PCR sonucunda Stafilokok izolatlarının 14 adedinde (%53.84) α hemoliz, 9 
(%34.61)’unda β hemoliz oluşturduğu gözlenirken, γ hemoliz (non hemolitik) saptanmamıştır. 
Hemoliz ile alakalı araştırma verilerinin değişik oranlarda saptanması; temin edilen kan 
türünden, besiyeri kalınlığından, inkubasyon koşullarından ve koloni formasyonunun 
farklılığından meydana gelebileceği yorumlanmıştır. 
Enterotoksin meydana getiren KNS’ler S. intermedius, S. hyicus ve S. epidermidis’tir. 
Besin intoksikasyonuna da yol açan enterotoksinlerin infeksiyon oluşturması için belli seviyede 
olması gerekmektedir. sea, seb, sec, sed, see klasik Stafilokokkal enterotoksinlerdir (Balaban 
ve Rasooly 2000). Park ve arkadaşları (2011) mastitisli hayvanlardan izole ettikleri 263 KNS 
izolatının 4’ünde (%1.5) sea, 55’inde (%20.9) seb, 3’ünde (%1.1) sec, 6’sında (%2.2) sed, 
3’ünde (%1.1) see enterotoksin genlerini saptamışlardır. Guimaraes ve arkadaşları (2013) 
Brezilya’da mastitisli numunelerden izole ettikleri 75 KNS izolatının 43’ünde (%57.3) sea, 
9’unda (%12) seb, 14’ünde (%18.7) sec, 9’unda (%12) sed genlerini tespit etmişlerdir. Piechota 
ve arkadaşları (2014) sağlıklı sütler ve barınaklardan topladıkları sütlerin izolasyonundan elde 
ettikleri 138 KNS’nin 1’inde (%0.7) sea, 1’inde (%0,7) seb, 13’ünde (%9.4) sec, 3’ünde (%2.1) 
sed, 3’ünde (%2.1) see genlerini saptamışlardır. Aynı araştırmacılar sütten izole ettikleri 
KNS’lerde %15.5, çevresel örneklerden izole ettikleri KNS’lerde %6.5 oranında enterotoksin 
geni bulduklarını bildirmişlerdir.  
Bu çalışmada entA, entB, entC, entD, entE genlerine spesifik primerler ile yapılan 
multipleks PCR işlemi sonucunda, 26 izolatın; 1 (%3.84)’inde 120 bp uzunluğunda entA geni, 
8 (%30.70)’inde 478 bp uzunluğunda entB geni, 3 (%11.53)’ünde 257 bp uzunluğunda entC 
geni varlığı tepit edilmiştir. entE, entD, entG ve entH geni tespit edilememiştir. Günümüzde 
mastitise sebep olan Stafilokokların yaygın olarak tespit edilmesine rağmen enterotoksin 
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genlerinin mastitiste etkisi hakkında tatmin edici bilgi bulunmamaktadır, dolayısıyla ülkemizde 
de toksin genlerin tespiti ile daha fazla çalışma yapılması gerektiği sonucuna varılmıştır. 
Antibiyotikler, bakterilerin yol açtığı mastitislerin tedavisinde ve proflakside kullanılsa 
da meydana gelebilen dirençten dolayı; tedavi ve korunmada umulan etkiyi gösteremeyebilirler. 
Özellikle mastitise neden olan ve sıklıkla izole edilen Koagulaz Negatif Stafilokokların birçok 
antibiyotiğe karşı çoklu direnç gösterdiği belirtilmiştir (Sawant ve ark, 2005). β-laktamaz olarak 
adlandırılan penisilinazlar, penisilin ile beraber bazı β- laktam antibiyotikleri parçalayarak etki 
etmektedir (Arda, 2011). β-laktamaz geni; diğer antibiyotik direnç genleri ile birlikte plazmid 
üzerinde aktarılarak çoklu direnç oluşumuna neden olabilmektedir. Araştırmamızda elde edilen 
Stafilokok izolatlarının da söz konusu antibiyotik gruplarından olan Amoksisilin-Klavulanik 
asit, Ampisilin ve Penisilin G antibiyotiklerine karşı dirençli bulunduğu saptanmıştır. Bununla 
birlikte elde edilen Stafilokok izolatları Tobramisin, Trimetoprim-Sulfometoksazol, 
Vankomisin, Sefoksitin, Siprofloksasin, Gentamisin ve Levofloksasin antibiyotiklerine karşı 
tam duyarlı, Klindamisin, Daptomisin, Eritromisin, Fosfomisin, Fusidik Asit, Linezolid, 
Nitrofurantoin, Oksasilin, Kinupristin-dalfopristin, Rifampin, Teikoplanin, Tetrasiklin ve 
Tigesiklin antibiyotiklerine ise değişen oranlarda duyarlı olduğu saptanmıştır. 
Metisiline dirençli ve duyarlı Stafilokoklar, PBP2a taşımaktadır. Penisilin bağlayan 
protein (2a), 2 kb’lik DNA segmentine yerleşen mecA geni tarafından kodlanmaktadır. Ayrıca 
transdüksiyon ile dirençli suşlardan duyarlı suşlara aktarılabilmektedir.  Sampimon ve 
arkadaşları (2011) inek sütlerinden izole ettikleri KNS’lerin %13’ünde mecA geni tespit ederek 
metisilin direncini saptamışlardır. Belçika’da Piessens ve arkadaşları (2012) 6 farklı işletmeden 
toplanan çevresel ve süt numunelerinden izole edilen 366 KNS’den 22 tür bildirilmiştir. Toplam 
izolatlarda %11.7 oranında mecA tespit edilirken; süt örneklerinde %10.38 oranında, çevresel 
örneklerde ise %12.1 oranında mecA geni bulmuşlardır. Tunus’ta Klibi ve arkadaşları (2018) 
sütlerden izole edilen metisilin dirençli KNS’lerin karakterizasyonu ile ilgili çalışmada; 
metisilin dirençli ve şüpheli 20 KNS izolatının 14 (%70)’ünde mecA geni bulmuşlardır. 
Araştırmamızda ise mecA ve mecC geni, ayrıca Vankomisin direnci açısından vanA, vanB, ve 
vanC spesifik primerler ile yapılan PCR işlemi sonucunda ilgili genler açısından pozitiflik tespit 
edilmemiştir. 
Araştırmamızda sekansı yapılan 4 adet izolatın, Gupta ve arkadaşlarının 2011 yılında 
yapmış olduğu çalışma neticesinde tiplendirdikleri JN092619 (S. aureus) erişim numaralı izolat 
ile %93,0-97,0 oranları arasında, 1 adet izolatın, Krohn ve arkadaşlarının 2016 yılında yapmış 
olduğu çalışma neticesinde tiplendirdikleri KY007579 (S. aureus) erişim numaralı izolat ile 
%99,37 oranında, 1 adet izolatın, Takadama ve arkadaşlarının 2020 yılında yapmış olduğu 
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çalışma neticesinde tiplendirdikleri AP023034 (S. aureus) erişim numaralı izolat ile %97 
oranında, 1 adet izolatın, Ali ve arkadaşlarının 2015 yılında yapmış olduğu çalışma neticesinde 
tiplendirdikleri MG819549 (S. succinus)  erişim numaralı izolat ile %97 oranında,1 adet 
izolatın, Ali ve arkadaşlarının 2015 yılında yapmış olduğu çalışma neticesinde tiplendirdikleri 
KX95997 (S. succinus) erişim numaralı izolat ile %99,37 oranında, 3 adet izolatın Shwani ve 
arkadaşlarının 2019 yılında yapmış olduğu çalışma neticesinde tiplendirdikleri CPO046028 (S. 
chromogenes) erişim numaralı izolat ile %97-98 oranında, 4 adet izolatın Bojja ve 
arkadaşlarının 2019 yılında yapmış olduğu çalışma neticesinde tiplendirdikleri CPO53957 (S. 
caprae)  erişim numaralı izolat ile %97-98 oranında, 3 adet izolatın, Pandey ve arkadaşlarının 
2012 yılında yapmış olduğu çalışma neticesinde tiplendirdikleri JX966457 (S. devriesei) erişim 
numaralı izolat ile %97-99 oranında,  1 adet izolatın,  Lin’in 2013 yılında yapmış olduğu 
çalışma neticesinde tiplendirdiği KC534469 (S. xylosus) erişim numaralı izolat ile %98 
oranında,  1 adet izolatın De Bel ve arkadaşlarının 2011 yılında yapmış olduğu çalışma 
neticesinde tiplendirdikleri JN092113 (S. jettensis) erişim numaralı izolat ile %99,04 oranında 




















6. SONUÇ VE ÖNERİLER 
 
 
Mastitis bakterilerin yol açtığı önemli bir meme bezi hastalığıdır. Mastitise bağlı olarak 
seneler içerisinde dramatik ekonomik giderler oluşmaktadır. İnfeksiyon tarafından ortaya çıkan 
mali kayıplar sadece süt üretiminde düşüş ile sınırlı kalmayıp, infeksiyon terapisi, sürüden 
hastalıklı hayvanların eliminasyonu gibi komplikasyonları da içine almaktadır. Ayrıca çok 
mühim bir besin bileşeni olan sütün kalitesindeki bozulma halk sağlığı açısından da olumsuz 
sonuçlara yol açabilmektedir. 
Araştırmamızda, toplam 110 adet hayvana ait mastitisli süt örneklerinden Stafilokok 
türlerinin ve diğer bakterilerin identifikasyonları biyokimyasal yöntemlere ilave olarak 
otomatize sistem ve PCR ile yapılmıştır. Süt örneklerinin %23.6’sından Stafilokok izolasyonu 
yapılmıştır. Yapılan identifikasyon çalışmaları sonucunda, 5 S. equorum (%19), 5 S. 
pettenkoferi (%19), 5 S. epidermidis (%19), 3 S. warneri (%12), 3 S. caprae (%12), 2 S. capitis 
(%7), 1 S. simulans (%4), 1 S. hominis (%4) ve 1 S. aureus (%4), 15 (%13.8) Streptococcus 
sp., 13 (%12) Bacillus sp., 10 (%9) Lactobacillus sp., 7 (%6.3) Shigella sp., 7 (%6.3) E. coli, 7 
(%6.3) Corynebacterium sp., 5 (%4.5) Klebsiella sp. ve 3 (%2.7) Flavobacterium sp. izole ve 
identifiye edilmiştir. Toplam 17 (%15.5) örnekte ise bakteriyel üreme görülmemiştir. 
Araştırmamız sayesinde keçi yetiştiriciliğinde süt üretimi için çok mühim olan subklinik 
tipteki mastitis hastalığındaki etkenlerin spesifik yöntemler ile tanımlanması, hastalığın 
ülkemiz ve Aydın ili civarı durumunun belirlenmesi açısından gelecek çalışmalara rehber 
olacak niteliktedir. Gelecek araştırmalar, ülkemiz için hastalığın teşhis ve terapi prosedürlerinin 
oluşturulmasında katkı sağlayabilecektir. Antimikrobiyel terapinin uygulanacağı vakalarda 
Koagulaz Negatif Stafilokok türlerinin saptandığı sürülerde araştırmamızda da belirlenen farklı 
antibiyotik duyarlılıklarının olabileceğinin dikkate alınması önerilmektedir. Elde edilen 
sonuçlar ışığında, keçilerde subklinik mastitis hastalığının süt verimini etkileyebileceği, sütün 
kalitesini bozabileceği öngörülmektedir. Keçilerdeki subklinik mastitis olgularında tanı ve 
tedaviye yönelik çalışmaların keçi yetiştiricilerine faydalı olacağı düşünülmektedir. 
Ayrıca KNS izolatlarının PCR ile saptanmasında 16S rRNA ve tuf genlerinin 
kullanılabileceği, konvansiyonel bakteriyolojik yöntemlerle PCR’nin uyumlu olduğu, KNS 
izolatlarının α, β, γ hemolizi farklı oranlarda oluşturdukları, ancak α hemoliz oluşturan KNS 
izolatlarının daha fazla oranda saptandığı, KNS izolatlarında metisilin ve vankomisin direncinin 
saptanmadığı, bu nedenle de keçilerden alınan mastitisli sütlerin metisilin direncini insanlara 
süt ve süt ürünleri ile geçmesinin halk sağlığı açısından çok fazla önemi bulunmadığı, β-laktam 
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grubu antibiyotiklere karşı direncin yüksek olduğu, veteriner hekimlikte mastitisin tedavisinde 
bu antibiyotiklerin kullanımının sınırlandırılması gerektiği, diğer antibiyotiklere karşı 
duyarlılık saptanmasına rağmen, bakteri izolatlarının tür bazında değerlendirildiğinde değişen 
oranlarda çoklu ilaç dirençleri gelişebildiği, bu nedenlerden dolayı mastitis tedavisinde rastgele 
antibiyotik kullanımının önüne geçilmesi gerektiği sonucuna ulaşılmıştır. 
Son olarak; yapılan çalışma sonucunda, kullanılan hızlı tanı sistemleri biyokimyasal test 
tabanlı sonuçlar verdiği için Sanger sekans sonuçları ile paralellik göstermemektedir. 
Staphylococcus türleri birbirine yakın biyokimyasal özelliklere sahip olduklarından dolayı 
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